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1 JOHDANTO 
 
Sukupuoli määräytyy nisäkkäillä yksilönkehityksessä sen perusteella, mitkä kromosomit 
tuleva yksilö saa hedelmöityksessä vanhemmiltaan: sikiöstä kehittyy naaras, jos sen 
genotyyppi on XX ja uros, jos genotyyppi on XY. Uroksen Y-kromosomin SRY-
geenialue laukaisee uroksen sukupuolielinten kehittymistä säätelevien 
transkriptiotekijöiden ilmentymisen, ja näiden tekijöiden vaikutuksesta uroksen varhaiset 
sukupuolijuosteet kehittyvät kiveksiksi. Naaraalla ei ole Y-kromosomia, joten sen 
sukupuolijuosteista kehittyvät munasarjat. Alkiolla on kehityksensä alkuvaiheessa 
kummankin sukupuolen tiehytrakenteet, sekä Wolffin tiehyet että Müllerin tiehyet. 
Urossikiön kivesten Leydigin solut erittävät testosteronia ja sen esiastetta 
androsteendionia, jotka ylläpitävät uroksen tiehytrakenteen, Wolffin tiehyiden 
kehittymistä. Kivesten tiehytrakenteissa olevista Sertolin soluista erittyvä anti-Müllerin 
hormoni saa puolestaan aikaan uroksen Müllerin tiehyiden surkastumisen. Naarassikiöllä 
tilanne on puolestaan päinvastainen: Wolffin tiehyet surkastuvat ja Müllerin tiehyet 
kehittyvät. 
Freemartin-syndrooma on lähinnä nautojen kaksostiineyksissä esiintyvä sukupuolen 
kehityshäiriö, joka kehittyy, kun kahden eri sukupuolta olevan sikiön istukoiden välille 
muodostuu verisuoniyhteyksiä.  Verisuoniyhteyden takia urossikiön erittämät 
sukupuolen kehittymistä ohjaavat hormonit, kuten anti-Müllerin hormoni ja testosteroni, 
pääsevät vaikuttamaan myös naaraan sukupuolielinten kehittymiseen. Tällöin 
naarassikiön sukupuolielimet eivät kehity normaalisti, vaan naaraan sukupuolielimiin 
kehittyy uroksen piirteitä. Sekasukupuolinen freemartin on lisääntymiskyvytön ja näin 
ollen arvoton maidontuotannossa.  
Harikae ym. (2012) tutkimuksessa freemartinin sukurauhasista paikannettiin ensimmäistä 
kertaa epäkypsiä Sertolin solun kaltaisia soluja sekä Leydigin soluja muistuttavia soluja. 
Tämän lisensiaattitutkielman tarkoituksena oli niin ikään tutkia, onko freemartinin 
sukurauhasissa uroksen kaltaiseen hormonieritykseen kykeneviä soluja sekä pohtia 
mahdollisen uroshormonien erityksen vaikutuksia freemartinin sukupuolen 
kehittymiselle. Työ koostuu kahdesta osasta, kirjallisuuskatsauksesta ja 
tutkimusosuudesta. Kirjallisuuskatsauksessa kerrotaan nisäkkäiden sukupuolen 
määräytymisestä, sukupuolen kehitystä ohjaavista geeneistä ja hormoneista sekä 
2 
 
freemartin-syndroomasta. Tutkimusosuudessa 12 eri-ikäisen freemartinin sukurauhaset 
tutkittiin immunohistokemiallisin menetelmin. Koska kiinnostuksen kohteena ovat 
uroksen hormonierityksestä vastaavat solut eli Sertolin solut ja Leydigin solut, 
freemartinien sukurauhaset värjättiin kolmella eri vasta-aineella: Sox9- ja AMH-vasta-
aineita käytettiin Sertolin solujen ja 3β-HSD-vasta-ainetta steroidihormonien synteesiin 
kykenevien solujen paikantamiseksi freemartinin sukurauhasista. Uusimmissa samaan 
menetelmään perustuvissa tutkimuksissa (Harikae ym. 2012, Remnant ym. 2014) on 
löydetty viitteitä uroksen kaltaisesta hormonituotannosta maskulinisoituneimmilla 
freemartineilla.  
 
2 KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
2.1 Sukupuolen määräytyminen yksilönkehityksessä 
Sukupuolen määräytyminen on riippuvainen sukupuolirauhasten kehittymistä ohjaavista 
geeneistä sekä sukupuolirauhasten erittämistä hormoneista (Gilbert 2014). Ensisijaisella 
määräytymisellä tarkoitetaan sukupuolirauhasten kehittymistä, kun taas toissijainen 
määräytyminen on sukurauhasten erittämien hormonien aiheuttama sukupuolelle 
tyypillinen ilmiasu. 
Nisäkkäillä yksilön sukupuolen ensisijainen määräytyminen on kromosomaalista (Gilbert 
2014). Sukupuoli määräytyy siis sen perusteella, mitkä kromosomit tuleva yksilö saa 
hedelmöityksessä vanhemmiltaan. Munasolussa on aina X-kromosomi, joten yksilön 
karyotyyppi riippuu siitä, kumpi kromosomi munasolun hedelmöittävässä siittiössä on. 
Jos yksilöllä on naaraan karyotyyppi XX, munasolussa ja siittiössä on kummassakin ollut 
X-kromosomi, jolloin yksilölle kehittyvät munasarjat. Jos munasolun hedelmöittävässä 
siittiössä on puolestaan ollut Y-kromosomi, yksilöllä on tällöin uroksen karyotyyppi XY 
ja sille kehittyvät kivekset. Sukupuolen kromosomaalinen määräytyminen ei kuitenkaan 
ole eläinkunnassa yhteneväinen, sillä esimerkiksi linnuilla naaraalla on epäyhtenäinen 
kromosomipari (ZW) ja monilla hyönteislajeilla sukupuoli ei ole lainkaan riippuvainen 
kromosomeista. Esimerkiksi mehiläisillä sukupuoli määräytyy sen mukaan, onko 
munassa yksinkertainen vai kaksinkertainen kromosomisto. 
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Kun ensisijainen sukupuolen määräytyminen on tapahtunut ja sukupuolelle tyypilliset 
sukupuolirauhaset ovat kehittyneet, ne alkavat tuottaa hormoneita ja parakriinisia 
tekijöitä (Gilbert 2014). Tätä vaihetta kutsutaan toissijaiseksi sukupuolen 
määräytymiseksi ja sen aikana kehittyy sukupuoleen liittyvä ilmiasu. Ilmiasulla 
tarkoitetaan uroksen ja naaraan tiehytrakenteiden kehittymistä sekä ulkoisia 
sukupuolielimiä. Hormonien vaikutuksesta kehittyvät myös toissijaiset 
sukupuoliominaisuudet. Esimerkiksi uroksella kiveksistä erittyvä testosteroni lisää 
luurankolihasten ja luiden kasvua sekä vahvistaa uroksen lisääntymisviettiä (Sjaastad ym. 
2010).  
Seuraavissa luvuissa käsittelen tarkemmin ensisijaista ja toissijaista sukupuolen 
määräytymistä, eli sukurauhasten kehittymistä sekä tiehytrakenteiden ja ulkoisten 
sukupuoliominaisuuksien kehittymistä. 
 
2.1.1 Sukurauhasten kehittyminen  
Sukurauhasten kehittyminen voidaan jakaa kahteen eri vaiheeseen sukupuolesta 
riippumatta (katsauksessa Wilhelm ym. 2007). Ensimmäisessä vaiheessa alkioon kehittyy 
parillinen sukupuoliharjanne, jonka solut kykenevät kehittymään joko uroksen tai naaraan 
soluiksi. Toisessa vaiheessa näistä soluista kehittyvät edelleen joko kivekset tai 
munasarjat, sukupuolesta riippuen. 
Sukupuoliharjanteen aiheet sijaitsevat välimesodermissa alkion kummallakin sivulla ja 
niiden ventraalipinnalla on ruumiinonteloa verhoavaa epiteeliä (Wilhelm ym. 2007, 
Gilbert 2014). Kun ruumiinontelon epiteelin ja siihen liittyvän mesenkyymin solumäärä 
lisääntyy, alkioon muodostuu kaksi sukupuoliharjannetta, jotka täyttävät suurimman osan 
raajasilmujen välisestä ruumiinontelosta (Wilhelm ym. 2007, Gilbert 2014). 
Sukupuoliharjanteen läheisyyteen muodostuvat lisäksi sukupuolijuosteet (Ross & 
Pawlina 2011). 
Sukupuoliharjanteesta voidaan erottaa kolme eri aluetta: pronefros, mesonefros ja 
metanefros (Wilhelm ym. 2007). Etumaisen pronefroksen kaudaalisessa osassa on 
lisämunuaisen alku, kun taas takimmaisesta metanefroksesta kehittyvät munuaiset. 
Näiden väliin jää mesonefros, jonka keskialueelta varsinaisen sukurauhasen somaattiset 
solut eli tukisolut, steroideja tuottavat solut (Wilhelm ym. 2007, Gilbert 2014) ja 
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stroomasolut (katsauksessa Loffler & Koopman 2002) kehittyvät. Uroksella tukisolut 
ovat Sertolin soluja ja steroideja tuottavat solut Leydigin soluja, kun taas naaraalla 
vastaavat solut ovat granuloosasoluja ja teekasoluja (Wilhelm ym. 2007).   Stroomasolut 
muodostavat puolestaan kummallakin sukupuolella sukurauhasen rakenteellisen osan, 
kuten verisuonet ja soluväliaineen, (Loffler & Koopman 2002).   
Sukusolujen varhaismuodot eli alkuitusolut (engl. primordial germ cells eli PGCs) 
vaeltavat alkion rakkokalvosta sukupuoliharjanteen läheisyyteen kehittyneisiin 
sukupuolijuosteisiin muualta: hiirellä alkuitusoluja havaitaan kehittyvässä alkiossa 
takasuolen alueella ensimmäisen kerran 7. päivänä. (Wilhelm ym. 2007, Ross & Pawlina 
2011). Kehityksen edetessä takasuoli työntyy alkion sisään ja samalla alkuitusolut 
päätyvät passiivisesti alkion sisäosiin. Viimeistään 9. päivänä alkuitusolut ovat vaeltaneet 
sukupuoliharjanteeseen, alkion kummallekin sivulle positiivisen kemotaksiksen avulla 
(Loffler & Koopman 2002, Wilhelm ym. 2007). Samalla alkuitusolujen määrä on 
lisääntynyt (Wilhelm ym. 2007). Sukupuoliharjanteessa alkuitusolut jakautuvat edelleen, 
menettävät liikkumiskykynsä ja tarttuvat toisiinsa.  
Alkuitusolut ovat bipotentiaalisia hiirellä 13. päivään saakka, jonka jälkeen  
alkuitusolujen tuleva kehitys lukkiutuu: itusoluista kehittyy varhaismunasoluja tai -
siemensoluja sukupuolesta riippuen (Wilhelm ym. 2007). Alkuitusolujen kehitys on 
riippuvainen paitsi perimästä myös somaattisten solujen sukupuolesta: vaikka 
alkuitusolun karyotyyppi on uroksessa XY, voi siitä silti kehittyä varhaismunasolun 
kaltainen itusolu (Ford ym. 1975, Palmer & Burgoyne 1991). Vastaavasti naaraan XX-
alkuitusolusta voi kehittyä varhaissiemensolu perimästään huolimatta. 
 
2.1.1.1 Sukurauhasten kehittymisen geneettinen säätely 
Sukupuoliharjanteen kehittymistä kiveksiksi tai munasarjoiksi ohjaavat sukupuolen 
määräävien kromosomien X ja Y sisältämät geenit (Gilbert 2014). Tärkein yksittäinen 
uroksen sukurauhasten kehittymistä ohjaava tekijä on Y-kromosomi (katsauksessa 
Koopman 1999). Yksi Y-kromosomi kykenee ohjaamaan kivesten kehittymistä jopa 
silloin, kun ihmisellä on useampi kuin yksi X-kromosomi (Klinefelterin syndrooma) 
(Gilbert 2014). Tämä johtuu Y-kromosomissa sijaitsevasta dominoivasta Sry-geenistä  
5 
 
 
Kuva 1: Yhteenveto tärkeimmistä nisäkkäiden sukurauhasten kehittymistä ohjaavista geeneistä 
naaraalla (XX) ja uroksella (XY) (mukaillen Gilbert 2014). 
 
(engl. sex-determining region Y), joka on välttämätön kivesten kehittymiselle 
(katsauksessa Larney ym. 2014). Sry toimii toisin sanoen kytkimenä, joka laukaisee 
kivesten kehittymiseen johtavan tapahtumasarjan – jos Sry-geeni ei ole toiminut 
määrätyssä ajassa tai sen toiminta on häiriintynyt, alkiolla toimivat munasarjojen 
kehittymistä ohjaavat geenit ja sille kehittyvät munasarjat (Wilhelm ym. 2007, Gilbert 
2014, kuva 1). 
Sry ilmentyy heti kivesten kehittymisen alussa tai kehittymisen aikana 
sukupuoliharjanteessa (Gilbert 2014) ja se koodaa transkriptiotekijää, joka sitoutuu 
kivesten kehittymistä ohjaavan geenin, Sox9:n, vahvistajaan (Larney ym. 2014). Sry 
ilmentyy hiirellä ensimmäisen kerran sukupuoliharjanteen somaattisissa soluissa 10. 
päivänä (Koopman 1999) saavuttaen huippunsa 11. päivänä (Wilhelm ym. 2007). Tämän 
jälkeen geenin toiminta hiipuu asteittain alkaen sukupuoliharjanteen etuosista ja päättyen 
harjanteen takaosiin. Viimeiset Sry-positiiviset solut havaitaan hiirialkiossa 12,5. 
päivänä. Sry-geenin ilmentymisessä on kuitenkin paljon vaihtelua eri eläinlajien välillä 
(Koopman 1999). Esimerkiksi ihmisellä, sialla ja lampaalla Sry:n ilmentyminen jatkuu 
alkiossa pitkään, kun taas hiirellä Sry on luultavasti aktiivinen vain muutaman tunnin 
sukurauhasten kehittymisen aikana (Gilbert 2014). Ihmisellä ja lampaalla Sry-geenin 
toiminta näyttäisikin olevan vähemmän aika- ja kudosriippuvaista kuin hiirellä 
(Koopman 1999). Tämän vuoksi hiiri ei välttämättä ole paras mallieläin Sry:n toiminnan 
tutkimiseen. 
Sry on evolutiivisesti nuori geeni, joka syntyi oletettavasti siinä vaiheessa, kun 
uroskohtaisten ominaisuuksien säätely siirtyi Y-kromosomiin (katsauksessa Cutting ym. 
2013). Vaikka nisäkkäillä kivesten kehittyminen ei ole mahdollista ilman Sry-geenin 
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aktivoitumista, on se muilla eläinlajeilla kuitenkin mahdollista.  Esimerkiksi linnuilla Sry-
geenin tehtävää hoitaa eläinkunnassa konservoitunut, Z-kromosomissa sijaitseva 
DMRT1-geeni, joka on nisäkkäiden Sry:n tavoin välttämätön kivesten kehittymiselle. 
DMRT1 ohjaa lintujen lisäksi myös kalojen ja matelijoiden kivesten kehittymistä (Gilbert 
2014). Sukupuolen määräytymisen kannalta oleelliset geenit ovatkin samat kaikilla 
selkärankaisilla, ja yleensä vain kehityksen laukaiseva tekijä vaihtelee ryhmän mukaan 
(Cutting ym. 2013). Joillain eläinlajeilla, kuten matelijoilla, myös lämpötila voi määrätä 
yksilön sukupuolen (Gilbert 2014). 
Nisäkkäillä pelkkä Sry-geenin aktivoituminen ei riitä kivesten kehittymiseksi (Gilbert 
2014), vaan kivesten kehittymiseksi vaaditaan tapahtumaketjun tärkeimmän geenin, 
Sox9, aktivoitumista (Cutting ym. 2013). Sox9 on autosomaalinen geeni, joka ilmenee 
kaikkien selkärankaisten lajien alkioissa ja liittyy moniin alkiossa tapahtuviin 
kehitysprosesseihin, kuten luun kehittymiseen (Cutting ym. 2013, Gilbert 2014). 
Sukupuoliharjanteessa Sox9-geenin aktivoituminen saa aikaan sitä vastoin kivesten 
kehittymisen. 
Nisäkkäillä Sry:n koodaama transkriptiotekijä sitoutuu Sox9-geenin vahvistajaan ja lisää 
näin Sox9-geenin aktiivisuutta (Gilbert 2014). Kuten edellä on todettu, Sry puuttuu 
kuitenkin joiltain lajeilta, jolloin Sox9 geeni aktivoituu toisten geenien, kuten DMRT1:n, 
avulla (Cutting ym. 2013). DMRT1 ei kuitenkaan toimi aivan Sry:n tavoin, sillä se 
ilmentyy kanapojalla jo kaksi päivää ennen Sox9-geenin aktivoitumista. Linnuilla 
havaittava kahden päivän viive viittaa siihen, että Sox9-geenin aktivaatioon osallistuvat 
DMRT1:n lisäksi myös muut geenit.  
Sox9-proteiini ilmenee alussa vähäisessä määrin kummankin sukupuolen alkiossa 
(Wilhelm ym. 2007). Sitä havaitaan sekä uroksen että naaraan sukupuoliharjanteen 
somaattisten solujen solulimassa 11,5. päivään saakka, jonka jälkeen proteiini 
fosforyloituu ja kulkeutuu uroksella sukupuoliharjanteen somaattisten solujen, varhaisten 
Sertolin solujen, tumaan. Nisäkäsuroksella Sox9:n ilmentyminen sijoittuu välittömästi 
Sry:n ilmentymisen jälkeen ja se kestää aina yksilön syntymään saakka. Sox9:n tuottamaa 
proteiinia on havaittu lisäksi rotalla Sertolin soluissa sekä niiden kypsyessä syntymän 
jälkeen että aikuisella yksilöllä riippuen siementiehyiden iästä ja siittiöiden 
tuotantovaiheesta (Fröjdman ym. 2000). Sox9:n ilmentyminen ei siis ole ohimenevää 
vaan jatkunee aikuisiälle saakka (Koopman 1999). Naaraalla Sox9-proteiini puolestaan 
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pysyy somaattisten solujen solulimassa, jolloin geenin toiminta hiipuu (Wilhelm ym. 
2007).  
Päästyään varhaisten Sertolin solujen tumaan Sox9-proteiini säätelee muiden geenien 
toimintaa (Wilhelm ym. 2007). Nisäkkäillä Sox9 hiljentää Sry:n toimintaa (Cutting ym. 
2013) ja mahdollisesti myös naaraan munasarjan kehittymiselle tärkeää β-
kateniinisignalointia (Gilbert 2014). Samalla, kun Sox9 hiljentää Sry:tä, se ylläpitää omaa 
ilmentymistään aktivoimalla omaa promoottorialuettaan (Gilbert 2014). Sox9 vaikuttaa 
kivesten kehittymiseen sitoutumalla monien kivesten kehittymistä ohjaavien geenien 
säätelyalueille. Se toimii esimerkiksi Fgf9-geenin (engl. fibroblast growth factor 9) 
promoottorina. Fgf9 on paikallisesti erittyvä tekijä, joka vaaditaan nisäkkäiden kivesten 
normaaliin kehittymiseen. Fgf9-geenin aktiivisuus ylläpitää myös Sox9:n 
geeniaktiivisuutta.  
Yksi tärkeimmistä Sox9:n tehtävistä on Amh-geenin aktivoiminen (Cutting ym. 2013). 
Amh ilmenee uroksella Sertolin soluissa heti Sox9-geenin ilmentymisen jälkeen (Cutting 
ym. 2013), joten se on yksi varhaisimmista nisäkkään Sertolin solujen tunnusmerkeistä 
(Oréal ym. 2002). Amh:ta ei tarvita uroksen sukurauhasten kehittymiseen, vaan naaraan 
tiehytrakenteiden surkastumiseen uroksella (luku 2.1.2.1). Nisäkkäisiin kuulumattomilla 
selkärankaisilla eläimillä Amh saattaa kuitenkin olla keskeisemmässä roolissa kivesten 
kehittymisessä. Esimerkiksi kananpojalla sukurauhasiin liittyvä Amh-geeni ilmentyy 
ennen Sox9:n ilmentymistä kummallakin sukupuolella jo hyvin aikaisessa 
kehitysvaiheessa: sen vuoksi on mahdollista, että Amh-geenin ilmentymisellä on tärkeä 
rooli lintujen kivesten rakenteen järjestäytymisessä (Oréal ym. 1998, Cutting ym. 2013).  
Pitkään ajateltiin, että vain uroksen sukurauhasten kehittyminen on aktiivinen tapahtuma, 
ja munasarjat kehittyvät passiivisesti, jos uroksen kehittymistä ohjaavia geenejä ei ole 
(esimerkiksi katsauksessa Haseltine & Ohno 1981). Viime vuosikymmeninä tehdyt 
tutkimukset ovat kuitenkin osoittaneet, että sukurauhasten kehittyminen naaraalla on yhtä 
aktiivinen tapahtuma kuin uroksella, sillä valmiin munasarjan eri solutyyppien 
kehitykseen vaaditaan useiden geenien yhteistoimintaa (Wilhelm ym. 2007). Jos naaraan 
sukupuolen kehittymistä ohjaavien geenien toiminta sammutetaan, naaraasta ei kehity 
automaattisesti urosta, vaan sen sijaan naaraan sukurauhanen maskulinisoituu (Cutting 
ym. 2013).  
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Tärkeimmät naaraan sukurauhasen kehittymistä ohjaavat geenit ovat β-
kateniinisignaalireittiin kuuluvat Wnt4 ja RSpondin-1. β-kateniinisignalointi perustuu β-
kateniiniproteiinin stabilointiin ja proteiinin siirtymiseen solulimasta tumaan (Cutting 
ym. 2013). Signalointi näyttäisi olevan tärkeä munasarjojen kehittymistä edistävä ja 
kivesten kehittymistä hillitsevä tekijä kaikilla selkärankaisilla, mukaan lukien kaloilla, 
linnuilla ja matelijoilla, riippumatta sukupuolen kehittymistä säätelevistä tekijöistä 
(Cutting ym. 2013, Gilbert 2014). β-kateniinin stabiloituminen somaattisissa soluissa 
aiheuttaa uroksen sukupuolen vaihtumisen naaraaksi estämällä muun muassa 
kivesjuosteiden kehittymisen XY-sukurauhasessa (Maatouk ym. 2008). Näyttäisi myös 
siltä, että β-kateniini toimii Sox9:n vastavaikuttajana: β-kateniinin ollessa aktiivinen, 
Sox9:n ilmentyminen loppuu. Toisin sanoen siirryttyään tumaan β-kateniini vaikuttaa 
mahdollisesti suoraan Sox9-geenin ilmentymiseen tai vaihtoehtoisesti toimii Sox9:n 
kilpailijana. 
Sen lisäksi, että β-kateniini aloittaa munasarjan kehittymisen ja estää kivesten 
kehittymisen, β-kateniini toimii kehittyvissä sukurauhassoluissa geenien RSpondin-1 ja 
Wnt4 aktivoijana (Gilbert 2014). Wnt4:n ja RSpondin-1:n aktiivisuuden lisääminen 
vaikuttaa samalla myös β-kateniiniin: mitä aktiivisempi Wnt4 on, sitä suurempi on 
tumaan siirtyvän β-kateniinin määrä (Naillat ym. 2010). Näiden kolmen geenin välillä on 
siis suora riippuvuus.  
Wnt4 kuuluu β-kateniinisignalointiketjuun ja on tärkeä munasarjan kehittymistä ohjaava 
geeni, vaikka se ei yksinään pysty ohjaamaan naaraan sukurauhasten kehittymistä 
(teoksessa Gilbert 2014). Jos Wnt4-geeni ei ilmene, munasarjat eivät kehity kunnolla ja 
solut ilmentävät ohimenevästi kiveksen kehittymiseen vaadittavia geenejä, kuten Sox9:ää 
(Vainio ym. 1999, Heikkila ym. 2005).  
Wnt4 ilmentyy aluksi kummallakin sukupuolella alkion sukupuoliharjanteessa (Gilbert 
2014), sillä toimiva Wnt4 tarvitaan sekä uroksella että naaraalla Müllerin tiehyiden 
(naarastiehyet) kehittymiseen (Vainio ym. 1999). Wnt4:ta ilmentävät Müllerin tiehyet 
kehittyvät urokselle ja naaraalle ruumiinonteloa verhoavasta epiteelistä 11. päivän 
tienoilla (Vainio ym. 1999). Wnt4:n ilmeneminen sukupuoliharjanteen alueelle on 
sukupuoliriippuvaista, joten kun sukupuolelle tyypillisten sukurauhasten kehitys alkaa 
hiirellä 11,5. päivänä, geenin toiminta hiipuu uroksella ja lisääntyy naaraalla (Vainio ym. 
1999, Ottolenghi ym. 2007, Wilhelm ym. 2007). Naaraalla Wnt4-geenin ilmentyminen 
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jatkuu mesonefroksessa, naaraan sukurauhasessa ja Müllerin tiehyitä ympäröivässä 
mesenkyymissä (Wilhelm ym. 2007). Uroksen tiehytrakenteen eli Wolffin tiehyiden 
(esimunuaistiehyet) alueella ei havaita Wnt4-geenin toimintaa (Vainio ym. 1999). 
Puutteet Wnt4-geenin toiminnassa aiheuttavat ongelmia pääasiassa vain naaraan 
sukupuolielimissä (Vainio ym. 1999). Tämä johtuu siitä, että naaraalla Müllerin tiehyt 
toimii kohdun, munanjohdinten, kohdunkaulan ja emättimen kohdunpuoleisten osien 
esiasteena, kun taas uroksella Müllerin tiehyt surkastuu (Gilbert 2014). Toisin sanoen jos 
Müllerin tiehyt on vajaakehittynyt Wnt4-geenin toiminnan puutteesta johtuen (Vainio 
ym. 1999), eivät naaraan sukupuolielimet pysty kehittymään normaalisti. Naaraalla Wnt4 
tarvitaan myös estämään kiveksen Leydigin solujen erilaistuminen naaraan 
sukurauhasessa: jos naaraalla ei ole Wnt4-geeniä, sen sukurauhaset alkavat muodostaa 
uroksen steroideja (Vainio ym. 1999). Wnt4:n toiminta saattaa myös estää liian aikaisen 
teeka- ja granuloosasolujen erilaistumisen munasarjassa. 
Viimeaikaisten tutkimusten mukaan Wnt4:llä on rooli myös ituradan solujen 
kehittymisessä (Naillat ym. 2010). Sukurauhasessa olevien somaattisten solujen Wnt4-
geenin toiminta on oleellinen ituradan kehittymiselle: geenillä on tärkeä rooli sekä 
meioosissa että kehittyvien munasarjafollikkelien ylläpitämisessä. Ensinnäkin vaikka 
Wnt4 ei ilmene itusoluissa missään kehityksen vaiheessa, kontrolloi se silti kehittyvässä 
munasarjassa itusolujen siirtymistä meioosiin. Itse asiassa Wnt4-mutanttinaaraan 
itusoluista vain 20 % kykenee meioosiin. Toiseksi jos Wnt4:sta ei ole, osa naarasalkion 
varhaisista itusoluista ei saavuta munasarjan kuorikerrosta. Tällöin itusolukystat eivät 
kehity normaalisti ja syntymässä naaraalla havaitaan munasarjassa vain muutama 
rappeutuva varhaismunasolu (Vainio ym. 1999, Naillat ym. 2010). 
β-kateniinisignalointireittiin kuuluva RSpondin-1 toimii yhteisvaikutuksessa Wnt4:n 
kanssa (Gilbert 2014): jos jompikumpi geeneistä sammutetaan, johtaa se naarasyksilön 
osittaiseen sukupuolen vaihtumiseen (Naillat ym. 2010). Itse asiassa RSpondin-1 
näyttäisi säätelevän Wnt4:n ilmentymistä munasarjassa (katsauksessa Biason-Lauber 
2012). RSpondin-1:n aktivaation lopputuotteena syntyy pieni, liukoinen proteiini, joka 
kiinnittyy solukalvoreseptoriin ja saa aikaan β-kateniinisignalointireitin stimulaation 
(Gilbert 2014). RSpondin-1:n ansiosta signalointireitti tuottaa tehokkaasti β-kateniinia ja 
ylläpitää näin naaraan sukurauhasen kehittymistä.  
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2.1.1.2 Uroksen sukurauhaset 
Uroksella kivesten erilaistuminen nisäkkäillä alkaa, kun osa somaattisista soluista alkaa 
ilmentää ensin Sry:tä ja välittömästi sen jälkeen Sox9-geeniä (Wilhelm ym. 2007). Nämä 
sukupuolijuosteissa sijaitsevat somaattiset solut erilaistuvat Sertolin soluiksi, joiden 
uskotaan ohjaavan muiden solutyyppien erilaistumista. Sertolin solujen päätehtävä on 
kuitenkin toimia itusolujen hoivasoluina aikuisella uroksella: ne edistävät itusolujen 
kehittymistä valmiiksi siittiöiksi (Wilhelm ym. 2007, Gilbert 2014). Lisäksi Sertolin solut 
erittävät anti-Müllerin hormonia (Müllerin tiehyitä surkastuttava peptidi), jonka 
tehtävänä on estää naaraan tiehytrakenteen, Müllerin tiehyen, kehittyminen uroksella 
(luku 2.1.2.1, Gilbert 2014). 
Sertolin solut ovat lähtöisin alkion ruumiinonteloa verhoavasta epiteelistä (Ross & 
Pawlina 2011) ja ne kehittyvät ensimmäisinä soluina sukupuoliharjanteeseen, joten ne 
ovat hyvä merkki alkaneesta kivesten kehittymisestä (Wilhelm ym. 2007). Sertolin 
solujen esiasteet havaitaan hiiren sukupuoliharjanteessa ensimmäisen kerran 11. päivänä 
(Wilhelm ym. 2007). Nämä esiasteen solut ovat polarisoitumattomia, hajaantuneita 
somaattisia soluja, jotka ilmentävät joko Sry:tä, Sox9:ää tai molempia ja niistä kehittyvät 
varsinaiset Sertolin solut. Vain Sox9-geeniä ilmentävät varsinaiset Sertolin solut ovat 
polarisoituneita ja ne ovat lisäksi järjestäytyneet siemenjuosteiksi, jotka muodostavat 
silmukoita kehittyvän kiveksen ytimeen (Wilhelm ym. 2007, Gilbert 2014). 
Siemenjuosteet ovat liittyneet toisiinsa tiheän kivesverkoston, rete testiksen, välityksellä, 
joka puolestaan yhtyy mesonefroksen jäänteistä muodostuneisiin viejätiehyisiin eli 
ductuli efferentesiin (Gilbert 2014). Viejätiehyiden välityksellä siemenjuosteet ovat 
edelleen yhteydessä Wolffin tiehyeeseen.  
Kun siemenjuosteet ovat kehittyneet uroksen sukurauhaseen, sukupuoliharjanteeseen 
vaeltaneet alkuitusolut jäävät Sertolin solujen ympäröimiksi (Gilbert 2014). Tällöin 
mitoottisesti jakautuvien alkuitusolujen kehitys pysähtyy G0/G1-vaiheeseen ja niistä tulee 
T1-vaiheen alkusiemensoluja (Wilhelm ym. 2007). Itusolut pysyvät T1-vaiheen 
alkusiemensoluina syntymään saakka. Lopuksi siemenjuosteiden ja niiden sisälle 
jääneiden alkuitusolujen ympärille muodostuu vielä paksu tunica albuginea eli 
valkokalvo (Gilbert 2014).  
Samaan aikaan, kun Sertolin solut erilaistuvat, uroksen sukurauhanen kasvaa 
merkittävästi kokoa (Wilhelm ym. 2007). Koon suureneminen johtuu solujakautumisesta 
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ja kehittyvään sukurauhaseen vaeltavista mesonefroksen soluista: peritubulaarisista 
myoidisoluista ja endoteelisoluista. Endoteelisolut muodostavat sukurauhasen pinnalle 
kivekselle tyypillisen verisuonituksen eli hyvin erottuvan verisuonen, jonka sivuhaarat 
kulkevat siemenjuosteiden välissä. Litteät peritubulaariset myoidisolut muodostavat 
siemenjuosteisiin Sertolin solujen ympärille yhden solukerroksen siten, että myoidisolut 
ympäröivät Sertolin soluja. Niiden tehtävänä on edistää kypsien siittiöiden kulkua 
aikuisen uroksen siementiehyissä. Peritubulaariset myoidisolut ovat erikoisia soluja, sillä 
ne ovat ainoita uroksen sukurauhasen soluja, joille ei ole löydetty vastinetta naaraan 
sukurauhasesta. Tämä saattaa johtua siitä, että myoidisolujen vaellus tapahtuu vain XY-
sukurauhasessa Sry-geenin ilmentymisen alettua.  
Leydigin solut kehittyvät soluvälitilassa (Wilhelm ym. 2007). Vaikka osa Leydigin 
soluista saattaa olla peräisin mesonefroksesta, suurin osa näistä soluista kehittyy 
siemenjuosteiden väliin jäävästä sukupuoliharjanteen mesenkyymistä (Wilhelm ym. 
2007, Gilbert 2014). Yleensä Leydigin solut sijaitsevat ryppäinä verisuonten 
läheisyydessä ja erittävät uroksen toissijaisten sukupuoliominaisuuksien kehittymiselle 
tärkeää testosteronia (Gilbert 2014). Testosteronia tarvitaan sikiökaudella uroksen 
tiehytrakenteen, Wolffin tiehyen, sekä ulkoisten sukupuolielinten kehittymiseen 
(katsauksessa Ivell ym. 2013).  Sikiön Leydigin solut erittävät myös insuliinin kaltaista 
tekijää (engl. insulin-like factore 3, jäljempänä INSL3), joka säätelee muun muassa 
kivesten laskeutumista sikiökaudella. INSL3 on testosteronia selvempi Leydigin solujen 
toiminnasta kertova merkki, sillä toisin kuin testosteroni, sitä erittyy tasaisesti eikä se ole 
riippuvainen hypotalamuksen ja aivolisäkkeen erittämistä hormoneista. INSL3:n 
toiminnan selvittäminen on vasta alkutekijöissään eikä sitä ole käytetty vielä 
laajamittaisesti Leydigin solujen toiminnan tutkimiseen. 
Uroksen sukurauhanen kehittyy loppuun vasta syntymän jälkeen: ihmisellä tämä tapahtuu 
murrosiässä, kun taas hiirellä kehitys loppuu hyvin pian syntymän jälkeen (Gilbert 2014). 
Tällöin Sertolin solujen muodostamat siemenjuosteet kehittyvät siementiehyiksi, joiden 
reunoille alkuitusolut vaeltavat. Alkuitusoluista muodostuu siittiöiden 
kantasolupopulaatio, jonka ansiosta uros kykenee tuottamaan siittiöitä koko 
loppuelämänsä ajan. Kiveksen kehittyessä myös sikiökautiset Leydigin solut korvautuvat 
uudella Leydigin solupopulaatiolla (Wilhelm ym. 2007). Nämä aikuisen Leydigin solut 
eivät kehity sikiön Leydigin soluista, vaan erilaistumattomista soluväliaineen 
mesenkyymaalisoluista ja ne poikkeavat sikiön soluista esimerkiksi siten, että ne ovat 
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ehdottomasti riippuvaisia luteinisoivan hormonin (LH) erityksestä (Ivell ym. 2013). Ne 
erittävät testosteronia, joka on välttämätöntä esimerkiksi siittiöiden tuotannolle ja 
lisäsukupuolirauhasille (Ross & Pawlina 2011). 
 
2.1.1.3 Naaraan sukurauhaset 
Naaraan sukurauhanen eli munasarja tuottaa steroidihormoneja ja varhaismunasoluja, 
jotka pystyvät kypsymään munasoluksi ja kehittymään edelleen alkioksi 
hedelmöittymisen jälkeen (Wilhelm ym. 2007). Sukupuoliharjanteen kehitys 
munasarjaksi alkaa hiirellä 11. päivänä, kun kehittymistä ohjaavat geenit ilmentyvät. 
Toisin kuin uroksella, jolla siemenjuosteet kehittyvät alkioon jo 12. päivänä, naaran 
toiminnallisen yksikön, follikkelin, erilaistuminen alkaa vasta syntymän jälkeen. Naaraan 
sukurauhasten kehittyminen ei ole siis yhtä räjähdysmäistä ja nopeaa kuin uroksella 
(Loffler & Koopman 2002).  
Ensimmäiset histologisesti havaittavat merkit munasarjasta voidaan nähdä hiirialkion 
sukupuoliharjanteessa 12. ja 13. päivän välillä, ja rakenteen järjestäytyminen jatkuu aina 
15. päivään saakka (Loffler & Koopman 2002, Wilhelm ym. 2007).  Tällöin kehittyvässä 
munasarjassa erottuu löyhiä tiehyitä muistuttavia rakenteita, joita ei kuitenkaan rajaa 
kivesten siemenjuosteille tyypillinen tyvikalvo (Loffler & Koopman 2002). Tiehyitä 
muistuttavien rakenteiden keskellä on alkuitusolujen muodostamia ryppäitä, joita 
ympäröivät mesenkymaalisolut. Näistä mesenkymaalisoluista kehittyy lopulta 
teekasoluja, kun taas sukupuolijuosteen epiteelisolut erilaistuvat granuloosasoluiksi 
(Gilbert 2014). Alkuitusolut ovat fyysisesti yhteydessä toisiinsa solulimansa välityksellä 
ja muodostavat kystamaisia rakenteita, ryppäitä, lähelle sukurauhasen ulkopintaa (Loffler 
& Koopman 2002, Gilbert 2014). Kystamaiset alkuitusolurakenteet havaitaan 
munasarjassa päivien 14–18 tienoilla (Wilhelm ym. 2007). Munasarjassa havaitaan 
samoihin aikoihin myös tiehyitä rajaava tiheä verisuoniverkosto, joka muodostuu lähinnä 
valtimoista. Tämän verisuoniverkoston tehtävänä saattaa olla ulkoisten kasvutekijöiden 
kuljettaminen somaattisille soluille, alkuitusoluille tai molemmille solutyypeille.  
Kuten uroksella, myös naaraalla sukurauhasen kehitys päättyy vasta syntymän jälkeen. 
Kystamaisissa alkuitusoluryppäissä granuloosasolujen esiasteet kurottavat solu-
ulokkeensa alkuitusolujen väliin ja lopulta solu-ulokkeet muodostavat tasaisen 
granuloosasolukerroksen erottaen ryppäissä olevat alkuitusolut toisistaan (Loffler & 
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Koopman 2002). Lisäksi tyvikalvo kehittyy follikkelin ympärille erottaen 
granuloosasolujen muodostaman primordiaalisen follikkelin munasarjan 
sidekudosverkosta eli stroomasta, johon kuuluvat myös teekasolujen esiasteet. Samaan 
aikaan munasarja jakautuu rakenteellisesti ytimeksi ja kuorikerrokseksi: primordiaaliset 
follikkelit jäävät kuorikerrokseen, kun taas ydin muodostuu verisuonista ja 
sidekudoksesta (Wilhelm ym. 2007, Gilbert 2014). 
Kun primordiaaliset follikkelit kehittyvät, suurin osa alkuitusoluista ohjataan 
apoptoosiin, eli ohjelmoituun solukuolemaan (Wilhelm ym. 2007). Tämä karsinta määrää 
naaraan hedelmällisen ajan pituuden, sillä alkuitusolujen määrä voi kasvaa vain 
alkiokaudella ja näin ollen naaraan itusolujen määrä ei muutu syntymän jälkeen. 
Viimeisen vuosikymmenen aikana tämä teoria on kuitenkin kyseenalaistettu kiistellyllä 
väitteellä, jonka mukaan iturataan kuuluvia kantasoluja (engl. germ line stem cells) olisi 
löydetty luuytimestä (Johnson ym. 2004, Johnson ym. 2005). Toisin sanoen luuytimen 
kantasolut toimisivat munasarjan varhaismunasolujen täydennysvarastona syntymän 
jälkeen. 
Primordiaalisesta follikkelista kehittyy edelleen primaarinen follikkeli (Wilhelm ym. 
2007). Tällöin granuloosasolujen esiasteet muuttuvat muodoltaan kuutiomaisiksi ja 
niiden määrä kasvaa, varhaismunasolu suurenee, zona pellucida eli munasolun ketto 
muodostuu ja primaarisen follikkelin ympärille kehittyvät teekasolut. Aikuisella 
follikkelia ympäröivät granuloosa- ja teekasolut osallistuvat munasarjan 
hormonituotantoon kiimakierron follikulaarivaiheessa (Sjaastad ym. 2010). Teekasolut 
tuottavat luteinisoivan hormonin (LH) vaikutuksesta testosteronia, jonka ympäröivät 
granuloosasolut muuttavat estrogeeniksi follikkeleita stimuloivan hormonin (FSH) 
vaikutuksesta. Lisäksi granuloosasolut muodostavat inhibiiniä. Aikuisella yksilöllä 
munasarjassa on kaikkia follikkelin kehitysasteita samanaikaisesti. Kaikki follikkelit 
eivät kuitenkaan kehity kypsiksi munasoluiksi, vaan yli 90 % kaikista kehittyvistä 
follikkeleista surkastuu jossain kehitysvaiheessa.  
Munasarjan kehittyminen on siis riippuvainen sukupuoliharjanteen alueella olevien 
mesenkymaalisolujen, sukupuolijuosteiden epiteelin ja alkuitusolujen vuorovaikutuksista 
(Loffler & Koopman 2002). Erityisesti alkuitusoluilla on aktiivinen ja tärkeä rooli 
munasarjan kehittymisessä: jos uroksella ei ole itusoluja syystä tai toisesta, yksilöstä 
kehittyy ilmiasultaan normaali, joskin lisääntymiskyvytön uros (Loffler & Koopman 
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2002, Wilhelm ym. 2007). Uroksen somaattisten solujen, kuten Sertolin solujen, kehitys 
on toisin sanoen pitkälti riippumaton itusolujen viestityksestä. Tilanne on kuitenkin 
päinvastainen kehittyvässä munasarjassa, sillä naaraan sukurauhasessa alkuitusoluja 
tarvitaan normaalin munasarjan rakenteen muodostumiseen ja mahdollisesti tai 
vaihtoehtoisesti normaalin munasarjan ylläpitämiseen. Jos itusoluja ei ole, follikkelit 
rappeutuvat ja muodostavat siemenjuosteita muistuttavia rakenteita (Gilbert 2014). Ne 
alkavat myös ilmentää urokselle tyypillisiä proteiineja. Kehittyvän varhaismunasolun ja 
granuloosasolujen välinen kommunikaatio on tärkeä primordiaalista follikkelia 
ympäröivän solukerroksen muodostumiselle, kun taas granuloosasolujen ja teekasolujen 
esiasteiden vuorovaikutuksen oletetaan olevan oleellinen primordiaalista follikkelia 
ympäröivän tyvikalvon kehittymiselle (Loffler & Koopman 2002).  
 
2.1.2 Tiehytrakenteiden ja ulkoisten sukupuoliominaisuuksien kehittyminen 
Toissijainen sukupuolen määräytyminen voidaan jakaa kahteen vaiheeseen, joista 
ensimmäinen tapahtuu alkiossa ja toinen sukukypsyyden alkamisiässä (Gilbert 2014). 
Nisäkäsalkiossa sekä uroksella että naaraalla on kehityksensä alkuvaiheessa kummankin 
sukupuolen alkeelliset tiehytrakenteet, Wolffin tiehyeet sekä Müllerin tiehyeet, 
vierekkäin mesonefroksen alueella (Wilhelm ym. 2007). Wolffin tiehyet kehittyvät aluksi 
hetkellisesti pronefroksen alueelle, jonka jälkeen vakaa ja yhtenäinen tiehytrakenne 
kehittyy koko sukupuoliharjanteen pituudelle. Wolffin tiehyen kanssa samansuuntainen 
Müllerin tiehyt muodostuu sen sijaan tuppeutumalla mesonefroksen pinnan epiteelistä.  
Normaalisti vain toinen tiehytrakenteista jää alkioon samalla kun toinen surkastuu. Se, 
kumpi tiehyeistä kehittyy, riippuu siitä, kumpaa sukupuolta alkioon kehittynyt 
sukurauhanen edustaa ja mitä kasvuun vaikuttavia hormoneita tai parakriinisia tekijöitä 
tämä sukurauhanen erittää (Wilhelm ym. 2007, Gilbert 2014). Uroksella Müllerin tiehyet 
surkastuvat, koska uroksen sukurauhasen Sertolin solut erittävät anti-Müllerin hormonia, 
joka aiheuttaa naaraan tiehytrakenteen, Müllerin tiehyen, surkastumisen (Gilbert 2014). 
Wolffin tiehyet puolestaan kehittyvät, sillä kiveksen Leydigin solut erittävät 
testosteronia. Testosteronia tarvitaan uroksen Wolffin tiehyiden kehittymiseksi edelleen 
lisäkivekseksi (l. epididymis) siemenjohtimiksi (l. vas deferens) ja rakkularauhaseksi  
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Kuva 2: Sukupuoliharjanteesta kehittyy joko uroksen kives tai naaraan munasarja riippuen 
sukurauhasen kehitystä ohjaavista geeneistä. Kun sukurauhanen on kehittynyt, ohjaa se 
puolestaan sukupuolikohtaisten tiehytrakenteiden kehittymistä erittämällä hormoneja ja 
kasvutekijöitä. Näiden tekijöiden vaikutuksesta uroksella Müllerin tiehyet surkastuvat ja Wolffin 
tiehyistä kehittyvät lisäkives, siemenjohdin ja rakkularauhanen, kun taas naaraalla Wolffin 
tiehyet surkastuvat ja Müllerin tiehyistä kehittyvät munanjohtimet, kohtu ja emättimen 
kohdunpuoleinen osa.  
Pienet kuvat: aikuisen yksilön (A) munasarja- ja (B) kiveskudos. Siniset solut ovat teekasoluja (A) 
tai Leydigin soluja (B), oranssit granuloosasoluja (A) tai Sertolin soluja (B), vaalean vihreät 
siittiöiden kehitysasteita (B), tumman vihreät primordiaalisia/primaarisia follikkeleita ja 
punaiset solut peritubulaarisia myoidisoluja. Peritubulaariset myoidisolut rajaavat 
siementiehyen (mukaillen Wilhelm ym. 2007, Ross & Pawlina 2011). 
 
(l. glandulae vesiculosae). Rakkularauhanen on ihmisen lisäksi kotieläimistä sialla, 
märehtijöillä, hevosella, mutta ei lihansyöjillä (Constantinescu & Shaller 2012, Gilbert 
2014). 
Naaraalla Müllerin tiehyet puolestaan pysyvät ja kehittyvät estrogeenin vaikutuksesta 
lopulta kohduksi, kohdunkaulaksi, munanjohtimiksi ja emättimen yläosiksi (Gilbert 
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2014). Samalla naaraan Wolffin tiehyet surkastuvat, sillä naarasalkiossa ei erity 
testosteronia. Tiehytrakenteiden kehittyminen on esitetty kuvassa 2. 
Viimeaikaiset tutkimukset ovat osoittaneet, että Wolffin tiehyen kohtalo alkiossa ei 
välttämättä ole yksinomaa riippuvainen androgeenien, kuten testosteronin, erityksestä 
(Welsh ym. 2009). Sukurauhasen kehittymistä manipuloimalla on saatu selville, että 
testosteroni saa aikaan Wolffin tiehyiden stabilisaation ja osittaisen erilaistumisen 
munasarjassa, mutta uroksella toimimaton androgeeni ei aiheuta välitöntä Wolffin 
tiehyiden surkastumista sikiökaudella. Tämä viittaisi siihen, että uroksen Wolffin 
tiehyiden kehittymistä ohjaa myös jokin androgeeneihin kuulumaton tekijä. 
Tiehytrakenteiden lisäksi yksilölle kehittyvät ulkoiset sukupuolielimet sukurauhasten 
erittämien hormonien ja parakriinisten tekijöiden ohjaamina (Gilbert 2014). 
Sukupuolielinkyhmystä (engl. genital tubercle) kehittyy uroksen siitin ja naaraan 
häpykieli eli klitoris, kun taas labioskrotaalipoimuista (engl. labioscrotal folds) 
muodostuvat naaraan isot häpyhuulet (l. labia majora) ja uroksen kivespussi (l. scrotum). 
Urogenitaalisinuksesta kehittyy kummallakin sukupuolella virtsarakko ja virtsaputki, ja 
lisäksi siitä muodostuu uroksen eturauhanen (l. prostata) kaikilla kotieläimillä 
(Constantinescu & Shaller 2012, Gilbert 2014). Sen, onko yksilö uros vai naaraas, pystyy 
erottamaan ulkoisten sukupuolielinten perusteella jo aikaisessa kehitysvaiheessa: 
urogenitaaliaukko on suurempi uroksella ja lisäksi sukupuolipullistumat ovat kehittyneet 
uroksella näkyvämmiksi kuin naaraalla (Inomata ym. 1985).  
Kuten edellä todetaan, toissijainen sukupuolen kehittyminen on riippuvainen 
sukupuolirauhasista erittyvistä hormoneista. Seuraavassa on esitelty tärkeimmät 
toissijaiseen sukupuolen kehittymiseen liittyvät hormonit, eli anti-Müllerin hormoni, 
testosteroni ja estrogeeni. 
 
2.1.2.1 Anti-Müllerin hormoni 
Anti-Müllerin hormoni eli AMH on kahdesta yksiköstä muodostuva, transformoiviin 
kasvutekijöihin (TGF-β) kuuluva glykoproteiini, jota sikiössä olevat Sertolin solut 
tuottavat (Cabianca ym. 2007). AMH:n tärkein tehtävä on surkastuttaa naaraan 
tiehytrakenne uroksella sukupuolen kehittymisen aikana (Gilbert 2014). Se toimii 
paikallisesti Müllerin tiehyiden lähettyvillä ja saa aikaan Müllerin tiehyen muodostavien 
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epiteelisolujen apoptoosin (Allard ym. 2000, Cabianca ym. 2007). Uroksen Sertolin 
solujen erittämä AMH sitoutuu Müllerin tiehyitä ympäröivissä mesenkymaalisoluissa 
sijaitseviin reseptoreihin (Allard ym. 2000). Tällöin mesenkymaalisolut alkavat erittää 
tekijöitä, jotka aiheuttavat läheisten Müllerin tiehyen muodostavien epiteelisolujen 
apoptoosin ja tiehyttä rajaavan tyvikalvon hajoamisen alkaen tiehyiden kraniaalisista 
osista ja edeten kohti kaudaalisia osia (Allard ym. 2000, Gilbert 2014). 
Kun alkion sukupuoli ei ole vielä kehittynyt, Müllerin tiehyiden kasvu ja ylläpito eivät 
ole riippuvaisia alkion erittämistä hormoneista (Allard ym. 2000). Sukupuolettoman 
vaiheen loppupuolella on ohimenevä kriittinen vaihe, jolloin Müllerin tiehyet ovat 
herkkiä AMH:n vaikutuksille. Rotalla kriittinen vaihe on 14–15. päivänä ja tämän 
vaiheen jälkeen Müllerin tiehyet surkastuvat urosrotalla 14. ja 16. päivän välisenä aikana. 
16. päivän jälkeen altistuminen AMH:lle ei enää aiheuta Müllerin tiehyiden surkastumista 
(Baarends ym. 1994). Uroksen AMH:n eritys jatkuu kuitenkin sukukypsyyden 
kynnykselle saakka, ja matalia AMH-pitoisuuksia voidaan havaita myös sukukypsyyden 
saavuttamisen jälkeen aikuisella uroksella esimerkiksi kivesverkostossa (Josso ym. 1998, 
Fenichel ym. 1999). 
Sen lisäksi, että AMH aiheuttaa Müllerin tiehyiden surkastumisen uroksella, on sillä 
muitakin vaikutuksia. AMH vaikuttaa esimerkiksi sukurauhasen rakenteeseen ja 
toimintaan sekä uroksella että naaraalla (Josso ym. 1998, Cabianca ym. 2007).  Uroksella 
AMH estää aikuisen Leydigin solujen esiasteiden, mesenkymaalisolujen, erilaistumisen 
varsinaisiksi Leydigin soluiksi (Josso ym. 1998). AMH:lla ei kuitenkaan ole vaikutusta 
aikuisen uroksen kiveksissä tapahtuvaan sukusolujen meioosiin.   
Toisin kuin uroksella, jolla AMH ilmentyy Sertolin soluissa aikuisiän lisäksi 
sikiökaudella, naaraalla AMH havaitaan normaalisti ensimmäisen kerran vasta syntymän 
jälkeen: esimerkiksi hiirellä AMH ilmentyy naaraan sukurauhasen granuloosasoluissa 7. 
päivänä syntymästä (Taketo ym. 1993, katsauksessa Behringer 1995). Rotan ym. (2002) 
mukaan naaraan sukurauhasen granuloosasolut erittäisivät AMH:ta myöhäisellä 
sikiökaudella, kun Müllerin tiehyet eivät ole enää herkkiä hormonin vaikutuksille. 
Aikuisella naaraalla AMH estää primordiaalisten follikkelien kehittymistä 
follikkeliaallon alkuvaiheessa (engl. follicular recruitment) vaikuttamalla granuloosa- ja 
teekasoluihin (Cabianca ym. 2007). Samaan aikaan AMH estää myös follikkelien kasvua 
alentamalla niiden herkkyyttä FSH:lle. 
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AMH vaikuttaa naaraan Müllerin tiehyiden kehittymiseen, jos naaraan sukuelimet 
altistetaan AMH:lle sukupuolen kehittymisen aikana (Josso ym. 1998). Tällöin AMH:n 
vaikutukset munasarjan kehittymiselle ovat riippuvaisia sekä ajasta että annostuksesta 
(Vigier ym. 1988, Josso ym. 1998). Tutkimukset ovat osoittaneet, että jos munasarja 
altistetaan uroksen AMH-pitoisuuksia vastaaville hormonipitoisuuksille, aiheuttaa se 
munasarjassa olevien itusolujen menetyksen, sukurauhasen maskulinisoitumisen ja 
lopulta sen arpeutumisen (Josso ym. 1998). AMH vaikuttaa myös naaraan sukurauhasissa 
tapahtuvaan steroidogeneesiin vähentämällä aromataasin biosynteesiä ja aktiivisuutta 
sikiön munasarjoissa (Vigier ym. 1989). Aromataasi katalysoi testosteronin muuttamista 
estradioliksi naaraan sukurauhasten kehittymisen aikana: jos munasarjat altistuvat 
AMH:lle sikiökaudella, niissä tuotetaan testosteronia estradiolin sijaan (Baarends ym. 
1994).  
 
2.1.2.2 Testosteroni ja dihydrotestosteroni 
Testosteroni on anabolinen hormoni, joka osallistuu aikuisella esimerkiksi rasva-
aineenvaihduntaan ja on tärkeässä roolissa esimerkiksi verisuonten toiminnan säätelyssä 
(katsauksessa Traish 2014). Testosteroni ja sen aineenvaihduntatuote 5α-
dihydrotestosteroni (jäljempänä DHT) ovat kuitenkin ennen kaikkea ensisijaisia 
sukupuolielinten maskulinisoitumista aiheuttavia tekijöitä (Wilson ym. 1981, Gilbert 
2014). Testosteroni muuttuu DHT:ksi urogenitaalisinuksessa ja -kyhmyissä, mutta ei 
Wolffin tiehyiden alueella (Gilbert 2014). DHT:n vaikutus on testosteronia 
voimakkaampi ja se on tärkeä uroksen sukurauhasten aikaiselle kehitykselle: sitä erittyy 
ennen yksilön syntymää ja aikaisen lapsuusajan aikana. DHT:n tehtävänä on 
maskulinisoida uroksen ulkoisia sukupuolielimiä, eli virtsaputkea, eturauhasta, siitintä ja 
kivespussia, kun taas testosteroni on vastuussa Wolffin tiehyistä kehittyvien 
urosrakenteiden, eli lisäkiveksen ja siemenjohtimen muodostumisesta (Wilson ym. 1981, 
Gilbert 2014). Testosteroni näyttää myös toimivan AMH:n vastavaikuttajana: kun 
testosteronin määrä nousee seerumissa sukukypsyysiässä uroksella, AMH:n pitoisuus 
laskee (Rota ym. 2002, Cabianca ym. 2007, luku 2.2.2). Toisaalta AMH ei kuitenkaan 
käynnistä testosteronin tuotantoa sikiökaudella, sillä AMH-käsitellyissä hiiren XX-
sukurauhasissa steroidisynteesi ja/tai Leydigin solujen erilaistuminen ei käynnistynyt 
(Vigier ym. 1988, Cabianca ym. 2007). 
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Uroksella sukupuolielimet maskulinisoituvat kanialkiossa 17. ja 18. tiineyspäivän 
välisenä aikana, suurin piirtein päivä kivesten erilaistumisen jälkeen (Wilson ym. 1981, 
kuva 3). Maskulinisaatio tapahtuu, kun kivesten testosteronisynteesi alkaa. 
Testosteronisynteesi tapahtuu pääasiassa Leydigin soluissa: Leydigin solut tuottavat 
androsteenidionia, testosteronin esiastetta, jonka sikiön Sertolin solut muuttavat edelleen 
testosteroniksi (Shima ym. 2013). Tällöin androsteenidioni, kuten myös testosteronin 
toinen esiaste androsteenidioli, syntetisoidaan kolesterolista monivaiheisen 
tapahtumaketjun avulla (Wilson ym. 1981, kuvaajasta Häggström 2014, kuva 4). 
Tapahtumaketjussa mukana olevan entsyymin, 3β-hydroksisteroididehydrogenaasin 
(jäljempänä 3β-HSD), aktiivisuus on tärkeä osa steroidihormonien, kuten androgeenien 
ja estrogeenin, synteesiä (Cherradi ym. 1994). Entsyymi sijaitsee steroideja tuottavien 
kudosten soluissa ja sitä tarvitaan esimerkiksi prognenolonin muuttamisessa 
progesteroniksi ja androsteenidiolin muuttamisessa testosteroniksi (Lachance ym. 1990, 
Cherradi ym. 1994). 
 
 
 
Kuva 3: Testosteronisynteesi kanialkiossa. Kiveksen testosteronisynteesi alkaa 17,5. päivänä, 
mutta naaraalla testosteronisynteesi on vähäistä. Kuvaajan pystyakseli kuvaa synteesiä, vaaka-
akseli tiineyspäivää (Wilson ym. 1981).  
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Kuva 4: Testosteroni syntetisoidaan sikiön kiveksessä kolesterolista. Monivaiheisen synteesireitin 
päätteeksi muodostunut androsteenidioli, testosteronin esiaste, muutetaan 3β-
hydroksisteroididehydrogenaasin (=3β-HSD) avulla lopputuotteeksi, eli testosteroniksi. 
Naarassikiössä munasarjoissa testosteronia muutetaan edelleen naarashormoni estradioliksi. 
Tähän reaktioon tarvitaan puolestaan aromataasia (mukaillen Wilson ym. 1981, kuvaajasta 
Häggström 2014).  
 
2.1.2.3 Estrogeeni 
Estrogeenillä viitataan steroidihormonien ryhmään, jotka vastaavat 
naarasominaisuuksien kehittymisestä ja ylläpitämisestä (Gilbert 2014). Estrogeeni on 
steroidihormoni, jota syntetisoidaan testosteronista: naaraalla munasarjan teekasolujen 
tuottama testosteroni muutetaan granuloosasoluissa aromataasin avulla estrogeeniksi 
(kuva 4, Gilbert 2014, katsauksessa Abu Hashim 2014). Estrogeeneihin kuuluvat 
esimerkiksi estradioli, joka on suurimmalla osalla nisäkkäistä voimakkain erittyvä 
estrogeeni, sekä estradiolia heikompi estroni (Weniger ym. 1993, Gilbert 2014). 
Estrogeenia tarvitaan sekä uroksen Wolffin tiehyiden että naaraan Müllerin tiehyiden 
syntymänjälkeiseen kehittymiseen. Se on välttämätön myös kummankin sukupuolen 
hedelmällisyydelle: jos naaraalla ei ole estrogeenireseptoreja, aikuisen yksilön itusolut 
kuolevat ja niitä ympäröineet granuloosasolut alkavat kehittyä Sertolin solujen kaltaisiksi 
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soluiksi. Uroksella puolestaan estrogeenireseptorien puute johtaa vain muutamien 
kypsien siittiöiden kehittymiseen.  
Vaikka estrogeeni on naarashormoni, estrogeenin konsentraatio on kiveksessä 
sijaitsevassa kivesverkostossa korkeampi kuin naaraan veressä (Gilbert 2014). Estrogeeni 
vaikuttaa uroksella veden absorptioon kiveksen viejätiehyistä, jolloin siemenneste 
konsentroituu. Siemennesteen konsentroituminen pidentää siittiöiden elinikää ja lisää 
yhden siemensyöksyn aikana vapautuvien siittiöiden määrää. Jos estrogeenia tai sen 
reseptoria ei ole, vettä ei absorboidu ja uros on lisääntymiskyvytön. Estradioli on myös 
vastuussa urokselle tyypillisen hermostomallin kehittymisessä, sillä ilman 
estrogeenireseptoreita urokselle tyypillistä seksuaalista käyttäytymistä ei ole.  
Naaraan munasarjan kehittymistä kuvaa estradiolin erittymisen alkaminen (Vigier ym. 
1989). Eritys alkaa samoihin aikoihin kanialkion munasarjassa kuin testosteronisynteesi 
alkaa uroksen kiveksessä, eli noin 17,5. päivänä, ja estrogeenien tehtävänä on käynnistää 
Müllerin tiehyen erilaistumisen kohduksi, munanjohtimiksi, kohdunkaulaksi ja 
emättimen kohdunpuoleiseksi osaksi (Wilson ym. 1981, kuva 5). Sikiökauden 
estrogeenien erittymisessä on kuitenkin vaihtelua eri eläinlajien välillä (Vigier ym. 1989). 
Lampaalla ja naudalla sikiön munasarjat erittävät runsaasti estradiolia kehityksensä 
alkuvaiheessa, mutta eritys lakkaa sikiökauden keskivaiheilla, kun taas kanilla sikiön 
munasarjat erittävät melko vähän estradiolia, mutta eritys on tasaista ja kestää koko 
sikiökauden ajan (Vigier ym. 1989, Weniger ym. 1993). Rotalla estradiolin sijaan erittyy 
estronia ensimmäisen elinviikon loppuun saakka, jonka jälkeen estroni korvautuu 
aikuisiällä erittyvällä estradiolilla (Weniger ym. 1993).  
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Kuva 5: Estradiolisynteesi kanialkiossa. Munasarjan estradiolisynteesi alkaa samoihin aikoihin 
kiveksen testosteronisynteesin kanssa eli 17,5. päivänä. Kuvaajan pystyakseli kuvaa synteesiä, 
vaaka-akseli tiineyspäivää (Wilson ym. 1981).  
 
2.2 Freemartin-syndrooma naudoilla 
Freemartinilla tarkoitetaan naarasta (XX), joka on fenotyypiltään poikkeuksellisesti 
sekasukupuolinen (Harikae ym. 2012). Freemartin kehittyy, kun kahden eri sukupuolta 
olevan sikiön istukoiden välille muodostuu verisuoniyhteyksiä (katsauksessa Padula 
2005). Verisuoniyhteyksien takia urossikiön erittämät hormonit, kuten AMH, pääsevät 
vaikuttamaan naaraan sukupuolen kehittymiseen (Sohn ym. 2007). Tällöin naaraan 
sukupuolielimet eivät kehity normaalisti, vaan naaraan sukurauhasissa ja 
sukupuolielimissä on uroksen piirteitä (Khan & Foley 1994, Padula 2005). 
Maskulinisoituneet sukupuolielimet aiheuttavat puolestaan freemartinin 
lisääntymiskyvyttömyyden (Padula 2005). Freemartineita syntyy eniten nautojen 
kaksostiineyksissä: jos naaras syntyy uroskaksosen kanssa, naaras on 80–95 % 
todennäköisyydellä freemartin. Lisääntymiskyvyttömyytensä vuoksi freemartineilla ei 
kuitenkaan ole taloudellista arvoa maidontuotantokarjoissa. Lihakarjoissa freemartinien 
ruhoilla on sitä vastoin teurasarvo ja lisäksi niitä voidaan hyödyntää karjan 
kiimantarkkailussa.  
Freemartin voi syntyä myös yksinään ilman uroskaksosta, jos urossikiö on kuollut 
kohdussa tiineyden aikana, mutta ehtinyt silti vaikuttaa naaraan sukupuolielinten 
kehittymiseen (Padula 2005). Yksin syntyvä freemartin on kuitenkin harvinainen, sillä 
yleensä yhden sikiön kuolema tiineysaikana johtaa kummankin sikiön kuolemaan. Syynä 
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ovat istukoiden väliset verisuoniyhteydet: koska yli 90 %:ssa nautojen kaksostiineyksiä 
sikiöiden välille muodostuu verisuoniyhteyksiä, kuolevan kaksosen erittämät 
endotoksiinit pääsevät vaikuttamaan myös toiseen sikiöön.  Freemartinismin on 
raportoitu esiintyvän myös rypäleraskauden (l. mola hydatidosa) (Meinecke ym. 2003) ja 
schistosomus reflexus -kehityshäiriön (Cavalieri & Farin 1999) yhteydessä. Mola 
hydatidosalla tarkoitetaan voimakkaasti pöhöttynyttä istukkaa, johon on kertynyt 
runsaasti nestettä ja josta puuttuvat sikiön verisuonet (Meinecke ym. 2003). Naudoilla 
tällaisen istukan yhteydestä löytyy yleensä vain histologisesti havaittava rappeutunut 
alkio. Schistosomus reflexus on puolestaan lähinnä märehtijöillä esiintyvä kehityshäiriö, 
jossa sikiö on pahoin epämuodostunut (Cavalieri & Farin 1999). Se on taipunut 
selkärangastaan kaksin kerroin selän puolelle siten, että sisäelimet ovat paljastuneet. 
Lisäksi sikiönn raajoissa on usein niveljäykistymä. 
 
2.2.1 Tunnusmerkit ja diagnosointi 
Freemartin voidaan erottaa normaalisti kehittyneestä naaraasta kliinisten tunnusmerkkien 
perusteella (Padula 2005). Tärkeimpänä tunnusmerkkinä voidaan pitää sukupuolielinten 
maskulinisoitumista, joka vaihtelee yksilöiden välillä huomattavasti ja aiheuttaa yksilön 
lisääntymiskyvyttömyyden. Freemartinin sukupuolielimet voivat olla mitä tahansa 
naaraan ja lähes uroksen kaltaisten sukupuolielinten väliltä, minkä vuoksi 
freemartinismin diagnosointi ainoastaan kliinisten tunnusmerkkien perusteella ei ole 
luotettavaa. Diagnoosin varmistamiseksi käytetäänkin muita menetelmiä, kuten 
verinäytteen karyotyyppausta. 
Sikiökaudella uroksen sukurauhaset kehittyvät aikaisemmin kuin naaraalla, joten uroksen 
sukurauhaset alkavat myös erittää sukupuolen kehittymistä ohjaavia hormoneja, kuten 
AMH:ta ja testosteronia, aikaisemmin kuin munasarjat (Remnant ym. 2014). Naudalla 
urossikiön kivekset voidaan havaita histologisesti 39. ja 40. tiineyspäivän välillä, jonka 
jälkeen urosmaisten sukupuoliominaisuuksien kehittyminen etenee nopeasti 47.–60. 
tiineyspäivän välisenä aikana (Jost ym. 1972, taulukko 1). Naaraalla munasarjat 
kehittyvät hitaammin. Ensimmäiset naaraan sukurauhasessa tapahtuneet muutokset 
havaitaan vasta päiviä kiveksen ilmestymisen jälkeen ja esimerkiksi primaariset 
follikkelit kehittyvät vasta 12. tiineysviikolla (84. tiineyspäivä). Freemartinia ja 
normaalisti kehittynyttä naarasta ei voidakaan erottaa toisistaan sikiökaudella ennen 48. 
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tiineyspäivää. Itse asiassa naaraan kehittyminen freemartiniksi on teoreettisesti 
estettävissä, jos istukoiden välille muodostunut verisuoniyhteys katkaistaan ennen 45. 
tiineyspäivää (Vigier ym. 1984). Müllerin tiehyiden surkastuminen alkaa uroksella 50. 
tiineyspäivänä, ja freemartin on erotettavissa naaraasta makroskooppisesti 60. 
tiineyspäivän jälkeen (Jost ym. 1972). Urosmaisia piirteitä freemartinin sukupuolielimet  
 
Taulukko 1: Naudan sukupuolen kehittyminen sikiökaudella (mukaillen Jost ym. 1972, Sinowatz 
2010). 
Tiineyspäivä Uros Naaras 
25 Alkuitusolut sukupuoliharjanteessa kummallakin sukupuolella 
39–40 
Aikainen kivesten organogeneesi: 
kivekset histologisesti havaittavissa  
Erilaistumaton 
sukupuoliharjanne 
41 
Tunica albuginea havaitaan 
ensimmäisen kerran  
 
42–43 Selvä tunica albuginea  
42–45 Ensimmäiset Leydigin solut  
48–49 Anogenitaalietäisyyden selvä kasvu 
Pinnallisten munasarjan 
kerrosten paksuuntuminen alkaa 
 Müllerin tiehyet kehittyvät kummallekin sukupuolelle 
50–52 
Kraniaalisten Müllerin tiehyiden 
halkaisija pienenee 
 
56 
Eturauhasen aiheet ja rakkularauhaset 
havaittavissa 
 
58–60 
Kaudaaliset Müllerin tiehyet 
häviävät, tiehytrakenne ei ole enää 
jatkuva 
Kohdun halkaisija suurenee 
 
Siitin muodostuu navan 
kaudaalipuolelle 
 
 Kivespussi kehittyy  
70 
Müllerin tiehyet surkastuneet tai 
surkastumassa 
Wolffin tiehyiden taantuminen 
alkaa 
 Lisäkives muodostuu   
75  
Ensimmäiset meioosia edeltävät 
muutokset havaittavissa 
histologisesti 
84 jälkeen  
Ensimmäiset primaariset 
follikkelit 
noin 210 
Toisen polven Leydigin solut 
kehittyvät soluväliaineen soluista 
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saavat 62. päivän tienoilla, jolloin freemartinilla voidaan havaita esimerkiksi siitin, 
kivespussi tai eturauhanen. 
Aikuisella naudalla selkeimpiä osoituksia freemartinismista ovat kiimattomuus ja 
tiinehtymättömyys, ja joskus voimakkaasti maskulinisoitunut freemartin saattaa 
käyttäytyä urosmaisesti (Padula 2005, Remnant ym. 2014). Freemartinismi näkyy 
harvemmin naudan ulkonäössä, sillä yleensä jopa voimakkaasti maskulinisoituneet 
freemartinit näyttävät ulkoisesti naarailta (Remnant ym. 2014). Ulkoisia toissijaisia 
sukupuoliominaisuuksia, kuten paksuuntunutta niskaa tai kihartunutta karvapeitettä, 
havaitaan lähinnä vain joillain vanhemmilla liharotuisilla freemartineilla (Padula 2005).  
Eräs tutkimus on kuitenkin ehdottanut, että freemartinit olisivat korkeampia kuin 
ikäisensä naaraat johtuen lisääntyneestä pitkien putkiluiden kasvusta, mutta muiden 
tutkijoiden tulokset ovat olleet ristiriidassa tämän teorian kanssa. 
Vaikka freemartin on yleensä ilmiasultaan naaras, sen ulkoisissa sukupuolielimissä 
saattaa olla uroksen piirteitä. Freemartinismiin viittaavia merkkejä ovat häpyhuulten 
alueella olevat sonnin esinahan karvoitusta muistuttavat karkeat ja pitkät karvat, 
pidentynyt peräaukon ja häpyhuulten välinen etäisyys ja suurentunut häpykieli (Padula 
2005). Myös häpy on freemartineilla pienempi kuin naarailla (Khan & Foley 1994). 
Äärimmäisesti maskulinisoituneilla freemartineilla voi olla lisäksi kivespussin tai 
siittimen kaltaisia rakenteita (Harikae ym. 2012, Remnant ym. 2014).  
Ulkoisten sukupuolielinten lisäksi myös sisäisissä sukupuolielimissä on selkeitä 
muutoksia. Erityisesti sisäisissä sukupuolielimissä vaihtelu on melko suurta, sillä 
joissakin tapauksissa ne ovat lähes normaalin naaraan sukupuolielinten kaltaiset (Padula 
2005). Yleisin muutos sisäisissä sukupuolielimissä on tunnistettavan kohdunkaulan 
puuttuminen ja lyhyt emätin: normaalisti lehmävasikan emättimen pituus on 13–15 
senttimetriä ja aikuisen puolestaan 30 senttimetriä, kun taas freemartinilla vastaavat 
pituudet ovat vain 5–8 ja 8–10 senttimetriä. Freemartinilla lyhyt emätin voi päättyä 
umpipussiin, joka ei ole kohtu, kohdun sarvet voivat olla vajaakehittyneet tai kohtu voi 
puuttua kokonaan (Khan & Foley 1994, Padula 2005). Etenkin vanhemmilla 
freemartineilla voi olla myös uroksen rakkularauhanen (Jost ym. 1972, Khan & Foley 
1994). Harvinaisemmissa tapauksissa myös peräaukon alueen kehityshäiriö (l. atresia ani 
et recti) on mahdollinen (Ghanem ym. 2005).  
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Suurimmalla osalla freemartineista munasarjat ovat vajaakehittyneet tai niiden tilalla on 
vain sukurauhasen jäänteet, minkä vuoksi freemartin on lisääntymiskyvytön (Harikae ym. 
2012). Freemartinien sukurauhasten koko voi vaihdella pienestä normaaliin ja ne voivat 
sijaita missä tahansa vatsaontelon ja nivuskanavan alueen välillä (Khan & Foley 1994). 
Toisin kuin normaalisti kehittyneellä naaraalla, freemartinin sukurauhaset eivät kasva iän 
myötä. Histologisissa perusvärjäyksissä sukurauhasissa voidaan havaita esimerkiksi 
rappeutuvia ja kasvavia follikkeleita, Sertolin solujen kaltaisten solujen rajaamia 
siementiehyen kaltaisia rakenteita ja soluvälitilan solujen kasautumia (Khan & Foley 
1994). Äärimmäisessä tapauksessa munasarja voi osittain korvautua kiveksen kaltaisilla 
rakenteilla, jolloin yksilöllä voi olla esimerkiksi lisäkivestä tai plexus pampiniformista 
muistuttavia rakenteita sukurauhasessaan (Padula 2005, Harikae ym. 2012).  
Koska freemartineiden sukupuolielinten maskulinisoitumisessa on paljon vaihtelua, 
syndrooman diagnoosi vahvistetaan usein jollain muulla tavoin (Harikae ym. 2012). Yksi 
tapa on verinäytteen karyotyyppaus, jonka tavoitteena on tunnistaa näytteestä ainakin 
yksi Y-kromosomi (Padula 2005). Istukoiden välisten verisuoniyhteyksien takia 
urossikiön verisolut, myös verisolujen kantasolut, pääsevät naarassikiöön (Sohn ym. 
2007). Tämä aiheuttaa sen, että kehittyvän freemartinin verestä löytyy Y-kromosomi eli 
verisolut ovat XX/XY-kimeerisiä. Kimerismiä on myös muissa kudoksissa. Kimerismin 
asteesta ei kuitenkaan voi päätellä sitä, kuinka voimakkaasti freemartin on 
maskulinisoitunut (Padula 2005).  
Freemartinismin diagnosointiin voidaan käyttää myös muita tapoja, kuten DNA-
analyysia, patologista tutkimusta tai histologisia menetelmiä (Padula 2005, Harikae ym. 
2012). Edellä mainittujen tapojen lisäksi freemartinilta voidaan mitata 
hormonipitoisuuksia, sillä freemartinilla esimerkiksi steroidihormonien, kuten 
estrogeenin, pitoisuudet ovat alhaisempia kuin naarailla (Padula 2005). Vaikka alhaiset 
hormonipitoisuudet johtuvat oletettavasti luteaalisen kudoksen puuttumisesta, ei 
hormonien mittaaminen ole spesifinen menetelmä freemartinismin tunnistamiseksi. 
Poikkeuksen tekee kuitenkin urossikiön Sertolin soluista erittyvä AMH, sillä 
vastasyntyneillä freemartineilla AMH-pitoisuudet ovat vastaavan ikäisiä naaraita 
korkeammat (Rota ym. 2002).  
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2.2.2 Hormonit 
Yhtenä freemartinismin syntyyn vaikuttavana tekijänä voidaan pitää uroksen sukupuolen 
kehitykseen liittyviä hormoneita, jotka pääsevät vaikuttamaan naaraan kehitykseen 
istukan verisuoniyhteyksien takia. Tärkeimpänä naaraan sukurauhasia maskulinoivana 
hormonina pidetään AMH:ta, mutta sitä, missä määrin vain AMH tai muut uroshormonit 
vaikuttavat freemartinismin syntyyn, ei voida tietää varmasti. Freemartinismiin liittyvien 
hormonien suhteen on vielä paljon tutkittavaa.  
Seerumin AMH-konsentraatio on korkealla sekä uroksella että freemartinilla 50. ja 110. 
tiineyspäivän välisenä aikana, kun uroksen kives tuottaa aktiivisesti AMH:ta (Vigier ym. 
1984). Radioimmunologisen analyysin (RIA) avulla on voitu selvittää eri-ikäisten 
freemartin-sikiöiden AMH-tuotantoa: freemartinin sukurauhasen oma AMH-tuotanto on 
harvinaista ja hyvin vähäistä 50.–80. tiineyspäivän välillä, mutta 80. tiineyspäivän jälkeen 
myös freemartin voi tuottaa AMH:ta. Hormonituotanto liittyy yleensä 
maskulinisoituneen freemartinin sukurauhasissa oleviin siementiehyiden kaltaisiin 
rakenteisiin tai soluryppäisiin (Vigier ym. 1984, Cabianca ym. 2007). Sitä, kuinka paljon 
freemartinin erittämä AMH vaikuttaa hormonin kokonaispitoisuuteen tai sukupuolen 
kehittymiseen sikiökaudella, ei osata vielä sanoa (Cabianca ym. 2007). Voisi kuitenkin 
olettaa, että freemartinin sukurauhaseen hajaantuneet, pieniä määriä AMH:ta tuottavat 
solut eivät kykenisi nostamaan merkittävästi yksilön seerumin AMH-pitoisuutta (Vigier 
ym. 1984). 
Naudalla plasman AMH:n konsentraatio on muihin eläinlajeihin verrattuna korkea: 
esimerkiksi alle vuoden ikäisen lehmän AMH-pitoisuus on monta kertaa suurempi kuin 
ihmisen vastaava hormonipitoisuus (Rota ym. 2002). Freemartinin syntyessä sen plasman 
AMH:n konsentraatio on vastasyntyneen uroksen kaltainen, kun taas naaraalla vastaava 
pitoisuus on noin seitsemän kertaa matalampi. Uroksella plasman AMH-pitoisuus nousee 
äkisti noin viiden kuukauden iässä ja laskee aina yhdeksänteen elinkuukauteen saakka. 
Naaraalla AMH-pitoisuus pysyy matalana ja tasaisena, kun taas freemartinilla plasman 
AMH-pitoisuus laskee ensimmäisten elinviikkojen aikana siten, että yhdeksänteen 
elinpäivään mennessä naaraan ja freemartinin AMH-konsentraatioissa ei ole eroa. Rotan 
ym. (2002) mukaan freemartinin AMH-pitoisuuden nopea lasku syntymän jälkeen voisi 
viitata siihen, että AMH on peräisin urospuolisen kaksosen verenkierrosta. Tällöin 
freemartinin sukurauhasissa ei olisi toimivaa kiveskudosta. Toisaalta jos yli 15 
vuorokauden ikäisen freemartinin plasman AMH-pitoisuus on korkeampi kuin 
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normaalisti kehittyneellä naaraalla, voidaan sitä pitää merkkinä siementiehyen kaltaisista 
rakenteista freemartinin sukurauhasessa.  
Freemartinin steroidogeneesi on muuttunut jo sikiökauden aikana (Shore & Shemesh 
1981). Kun naudan sikiön munasarjoissa tuotetaan normaalisti estrogeeniä, ei sitä erity 
lainkaan saman ikäisen freemartinsikiön sukurauhasista (Shore & Shemesh 1981, Vigier 
ym. 1989). Estrogeenin puute freemartinin sukurauhasessa liittyy testosteronin 
lisääntyneeseen tuotantoon, eikä se johdu esimerkiksi estrogeenin esiasteen puutoksesta 
(Shore & Shemesh 1981). Syynä on aromataasientsyymin aktiivisuuden vähentyminen, 
joka puolestaan johtuu verisuoniyhteyksien välityksellä sikiöön päätyneestä AMH:sta 
(Vigier ym. 1989, luku 2.1.2.1). Tähän johtopäätökseen päädyttiin sekä sikiön 
sukurauhasten että istukoiden aromataasin aktiivisuusmittausten perusteella. 
Sonnilla seerumin testosteronipitoisuus nousee nopean kehitysvaiheen aikana 25. 
elinviikon jälkeen, kun kiveksissä olevat siementiehyet kasvavat ja kehittyvät – 
ensimmäisen kerran plasman testosteronipitoisuus nousee viiden kuukauden iässä (Rota 
ym. 2002, Rawlings ym. 2008). Koska testosteroni näyttää toimivan AMH:n 
vaimennussäätelijänä, naudalla uroksen plasman AMH-konsentraatio laskee 5–6 
kuukauden iässä (Rota ym. 2002). Samoin näyttäisi käyvän myös niille freemartineille, 
jonka sukurauhasesta löytyy testosteronisynteesiin kykeneviä soluja (esimerkiksi 
Remnant ym. 2014). Rotan ym. (2002) mukaan näillä voimakkaasti maskulinisoituneilla 
freemartineilla AMH-pitoisuus laskisi testosteronipitoisuuden kasvaessa. 
 
2.2.3 Muut eläinlajit 
Vaikka suurin osa freemartintapauksista on nautoja, freemartinismia tavataan 
kotieläimistä naudan lisäksi lampailla, vuohilla, sioilla ja hevosilla (Padula 2005). 
Aikaisemmat tutkimukset ovat arvioineet freemartinismin riskin lampailla olevan yhden 
prosentin luokkaa, mutta viimeaikaiset tutkimukset ovat osoittaneet, että freemartinismi 
on kuitenkin luultua yleisempää. Tämä johtunee siitä, että lampaiden jälkeläistuottoon 
liittyvien geenien löytymisen myötä eläinten moninkertaisia ovulaatioita on pyritty 
lisäämään ja näin ollen myös syntyvien karitsoiden määrä on kasvussa. Freemartinismin 
riski kasvaa silloin, kun poikueen koko on neljä karitsaa tai enemmän.  
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Freemartinismiin liittyvä sukupuolielinten maskulinisoituminen on lampailla 
voimakkaampaa ja siinä on vähemmän vaihtelua kuin naudoilla (Wilkes ym. 1978). Yksi 
teoria selittää edellä mainittua eroa verisuoniyhteyksien syntymisen ajankohdalla: mitä 
aikaisemmassa tiineyden vaiheessa verisuoniyhteys muodostuu, sitä 
maskulinisoituneemmat sukupuolielimet ovat (Padula 2005). Lisäksi lampailla kiveksen 
kaltaiset sukurauhaset ovat usein laskeutuneet nivusalueelle tai alavatsaan (Smith ym. 
2003). 
Huolimatta vuohien moninkertaisista tiineyksistä, freemartinismi on niillä melko 
harvinaista (Smith & Dunn 1981). Toisin kuin lampailla, vuohien freemartinismista 
löytyy hyvin vähän tietoa, sillä julkaistut artikkelit ovat lähinnä tapausselostuksia, jotka 
keskittyvät kuvaamaan rakenteellisia muutoksia (Padula 2005). Vuohilla on havaittu 
kimerismin (Padula 2005) lisäksi rakenteellisia muutoksia, jotka muistuttavat lampaiden 
vastaavia. Esimerkiksi Smith & Dunn kuvailevat (1981) nivusalueelta löytynyttä, 
molemminpuolista kiinteää massaa. Vuohien tapauksessa perinteisesti on myös ajateltu, 
että sarvellisuus ehkäisisi tehokkaasti sekasukupuolisuutta (Smith & Dunn 1981). 
Tutkimukset ovat kuitenkin osoittaneet, että vuohen sarvellisuudella ei ole mitään 
tekemistä freemartinismin kanssa.  
Sioilla freemartinismi on hyvin harvinainen syndrooma (Padula 2005). Näin on myös 
hevosilla, joilla freemartinismin esiintyminen on jopa kiistanalaista.  Tutkimukset ovat 
osoittaneet, että vaikka hevosten kaksostiineyksissä verisuoniyhteyksiä muodostui 50 % 
tutkituista tapauksista, ei yhdelläkään raportoiduista tapauksista ollut freemartinismiin 
viittaavia muutoksia sukupuolielimissään (Bouters & Vandeplassche 1972). Toisaalta 
Bouters & Vandeplassche (1972) raportoivat hermafrodiitista welsh-ponista, jolla oli 
XX/XY-karyotyypin lisäksi molemminpuoliset sekasukupuoliset sukurauhaset eli 
ovotestikset.  
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3 AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
Työn tarkoituksena oli selvittää, onko freemartinin sukurauhasissa mahdollisesti uroksen 
Sertolin solujen kaltaisia soluja, jotka kykenisivät AMH-tuotantoon. Lisäksi tutkittiin, 
onko freemartinilla steroidihormonien tuotantoa. Tutkielman kokeellisessa osuudessa 
freemartinnautojen kudosnäytteitä värjättiin immunohistokemiallisin menetelmin. 
Seuraavassa on esitelty työssä käytetty aineisto sekä työn suorittamisen kannalta oleelliset 
työvaiheet. 
 
3.1 Aineisto 
Kokeellisessa osuudessa käytettiin lopetettujen eläinten sukurauhasia, jotka oli kerätty 
aikaisempia tutkimuksia varten (taulukot 2 ja 3). Käytetty aineisto käsitti kahdentoista 
teurastetun freemartinnaudan sukurauhaset sekä kontrolleina käytetyn sonnin 
kivesleikkeen ja lehmän munasarjaleikkeen. Freemartineiden ikä vaihteli 21 
vuorokaudesta 599 vuorokauteen ja niiden maskulinisoitumisasteessa oli paljon 
vaihtelua. Kokeellisessa osuudessa käytettyjä freemartineja ei luokiteltu tai valittu 
esimerkiksi maskulinisoitumisasteen tai iän mukaan, vaan tutkimusjoukko oli 
sekakoosteinen. 
 
Taulukko 2: Tutkimuksessa käytettyjen freemartinien tiedot 
Freemartin Syntyi Kuoli Ikä vuorokausina 
2533 27.3.1999 15.6.1999 80 
2367 30.12.1998 5.5.1999 126 
2364 17.3.1999 7.4.1999 21 
2348 27.9.1998 12.1.1999 107 
2894 6.10.1998 24.11.1999 414 
2760 30.5.1999 14.9.1999 107 
2595 20.6.1999 10.8.1999 51 
2534 16.4.1999 22.6.1999 67 
4306 18.4.2000 11.9.2001 511 
3345 12.2.1999 3.10.2000 599 
3899 18.8.2000 29.5.2001 284 
2895 9.6.1999 8.12.1999 182 
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Taulukko 3: Kontrollikudokset (eläinten tarkka ikä ei tiedossa) 
Kontrolli Kudos Teurastettu Ikä 
2365 kives 13.4.1999 aikuinen 
4864 munasarja 17.1.2006 aikuinen 
 
 
3.2 Menetelmät 
 
3.2.1 Värjäysten optimointi 
Jotta varsinaisten kudosleikkeiden värjäys onnistuisi, hankittujen vasta-aineen toimintaa 
testattiin ensin muilla naudan sukurauhasilla. Kutakin vasta-ainetta testattiin eri 
laimennoksina (esimerkiksi 1:500 ja 1:1000) kussakin antigeenin paljastusliuoksessa. 
Lämpöön perustuvassa antigeenin paljastuksessa käytettiin siis kaikkia kolmea liuosta, 
eli kudosleikkeiden antigeenin paljastamiseksi leikkeet lämmitettiin happamassa (50 mM 
glysiini-HCl pH 3), lähes neutraalissa (2 x SSC pH 6) ja emäksisessä (10 mM Tris-HCl 
pH 9,5 + 1 mM EDTA) liuoksessa. Lisäksi käytettyjen sekundaarivasta-aineiden 
toimivuus testattiin nautakudoksilla. Optimoinnissa käytetyt menetelmät ja vasta-aineet 
olivat muuten samat kuin varsinaisessa työssä (luvut 3.2.2 ja 3.2.3).  
 
3.2.2 Kudosleikkeet ja antigeenin paljastus 
Sukurauhasnäytteet kiinnitettiin 4 % fosfaattipuskuroidussa paraformaldehydissä (PFA) 
ja niitä pidettiin + 4 °C:ssa 24 tunnin ajan. Tämän jälkeen näytteet valettiin parafiiniin ja 
leikattiin 4 µm paksuisiksi leikkeiksi objektilasille. Käytettävistä kudosleikkeistä 
poistettiin parafiini koneellisesti (Leica AutoStainer XL). Parafiinin poiston jälkeen 
leikkeille tehtiin lämpöön perustuva antigeenin paljastus tavallisessa mikroaaltouunissa. 
Lasit kuumennettiin kannellisissa muovirasioissa 15 minuutin ajan teholla 700–750 W 
upotettuna 500 millilitraan antigeenin paljastusliuosta, jonka jälkeen laseja jäähdytettiin 
huoneenlämmössä muovirasiassa ilman kantta noin 20 minuuttia. Paljastusliuos riippui 
käytettävästä vasta-aineesta: sekä AMH:n ja 3β-HSD:n antigeenin paljastamiseksi 
käytettiin emäksistä liuosta (10 mM Tris-HCl pH 9,5 + 1 mM EDTA), kun taas Sox9-
antigeenin paljastamiseksi käytettiin hapanta liuosta (50 mM glysiini-HCl pH 3). 
Antigeenin paljastuksen jälkeen lasit kastettiin 0,1 % Tween-20-liuoksen ja 
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fosfaattipuskuroidun suolaliuoksen seokseen (jäljempänä PBT) ja asetettiin Shandon 
Coverplate -peitelevyihin (ThermoElectron).  
 
3.2.3 Immunohistokemia 
Immunohistokemiallisessa värjäyksessä käytettiin tyramidiamplifikaatiota (mukaillen 
Niku ym. 2006). Tyramidiamplifikaation ansiosta immunohistokemiallisissa värjäyksissä 
voidaan käyttää neljästä kymmeneen kertaa laimeampia vasta-ainelaimennoksia eli 
tyramidiamplifikaatio tehostaa detektiota huomattavasti.  
Aluksi kudosten oman biotiinin reagoimisen estämiseksi leikkeille tehtiin niin sanottu 
biotiiniblokkaus käyttämällä 10 % veteen liuotettua munanvalkuaisjauhetta ja 
fosfaattipuskuroituun suolaliuokseen (jäljempänä PBS) laimennettua 0,1 mg/ml D-
biotiinia (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Munanvalkuaisjauheessa on avidiinia 
(esimerkiksi katsauksessa Chopra 2004), joka estää myöhemmin käytettävän avidiinin 
sitoutumisen kudoksen omaan biotiiniin. Epäspesifisen vasta-aineiden sitoutumisen 
estämiseksi käytettiin puolestaan 1 % vuohen seerumia (Goat Serum normal; Dako, 
Glostrup, Denmark) laimennettuna PBS-liuokseen. Primaarivasta-aineina käytettiin 
kaupallisia vasta-aineita: anti-Sox9:ää (1:2000 laimennos; Anti-Sox9, Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA), anti-AMH:ta (1:75 laimennos; Mouse Anti Human AMH, AbD 
Serotec, Kidlington, UK) sekä anti-3β-HSD:tä (1:200 laimennos; Anti-HSD3B1, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Primaarivasta-aine laimennettiin 1 % naudan seerumin 
albumiinilla, joka puolestaan oli laimennettu PBS-liuokseen (jäljempänä 1 % BSA / 
PBS). Leikkeitä inkuboitiin primaarivasta-aineen kanssa jääkaappilämpötilassa (+ 4 °C) 
yön yli. Sekundaarivasta-aineena käytettiin primaarivasta-aineesta riippuen joko 
hiirivasta-ainetta (1:2000 vuohen biotinyloitu antihiiri-immunoglobuliini Fab2) tai 
kaupallista kanivasta-ainetta (1:7000 polyclonal goat anti-rabbit immunoglobulins; Dako, 
Glostrup, Denmark). Sekundaarivasta-aine laimennettiin 1 % BSA / PBS ja vasta-ainetta 
inkuboitiin seuraavana päivänä huoneenlämmössä 2 tuntia. Tämän jälkeen leikkeille 
tehtiin tyramidiamplifikaatio: leikkeitä inkuboitiin huoneenlämmössä 45 minuutin ajan 
peroksidaasi-avidiinissa (1:1250 laimennos; Horseradish peroxidase avidin D, Vector 
Laboratories, Burlingame, CA), jonka jälkeen laimennettu (1:250) biotinyloidun 
tyramidin annettiin olla laseilla 10 minuuttia. Lopuksi edellä mainittu peroksidaasi-
avidiinikäsittely toistettiin ja laseille lisättiin DAB-substraatti (diaminobentsidiini; 
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Vector Laboratories, Burlingame, CA). Kaikki leikkeet vastavärjättiin Mayerin 
hematoksyliinillä ja viimeiseksi lasien päälle liimattiin peitinlasit (Aquatex, VWR 
International Ltd., Poole, BH15, ITD, England). Lasien kuivumisen jälkeen leikkeet 
mikroskopoitiin (Leica DM4000) ja kuvattiin (Olympus DP70). 
 
3.2.4 Negatiiviset kontrollit 
Kaikista vasta-aineista tehtiin negatiiviset kontrollit, jossa primaarivasta-aineen sijaan 
käytettiin 1 % BSA / PBS. Kontrolleissa ei havaittu värjäytyneitä soluja tai kudosalueita.  
 
4 TULOKSET 
 
4.1 Värjäysten optimointi 
Värjäysten optimointi tehtiin ennen freemartinin sukurauhasten värjäämistä. 
Optimoinnilla testattiin pääasiassa sitä, toimivatko hankitut vasta-aineet halutulla tavalla 
naudan sukurauhaskudoksessa, mutta siitä saatujen tulosten avulla selvitettiin myös 
kullekin vasta-aineelle sopivat laimennokset ja antigeenin paljastukseen käytettävä 
optimaalinen pH (tuloksia ei esitetty). Saatujen tulosten avulla voitiin valita parhaat 
mahdolliset vasta-ainelaimennokset ja antigeenin paljastusliuokset varsinaiseen 
tutkimukseen. AMH-vasta-aineella parhaimmat värjäystulokset saatiin laimennoksella 
1:75 ja emäksisellä (pH 9) antigeenin paljastusliuoksella. 3β-HSD:llä saatiin paras 
värjäystulos käyttämällä emäksistä antigeenin paljastusliuosta ja laimennosta 1:200, kun 
taas Sox9:n toimi nautakudoksessa parhaiten, kun laimennos oli 1:2000 ja liuos hapan 
(pH 3). 
 
4.2 Sox9 
Sox9 on sukurauhasten urosspesifinen proteiini, joka ohjaa kivesten kehittymistä (luku 
2.1.1.1). Uroksella Sox9-proteiini kulkeutuu sukupuolen kehityksen aikaisessa vaiheessa 
siementiehyttä rajaavien somaattisten solujen solulimasta tumaan, jossa proteiini 
osallistuu geenien toiminnan säätelyyn (Wilhelm ym. 2007). Toisin sanoen jos 
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kudoksessa on urosspesifistä Sox9-proteiinia sisältäviä soluja, vasta-aine värjää näiden 
solujen tumat. Naaraalla puolestaan ei pitäisi olla Sox9-proteiinia sukurauhasessaan. 
Kontrollit on esitetty kuvassa 6. Positiivisena kontrollina käytetyssä kiveskudoksessa 
havaittiin kohtalaisesti värjäytyneitä tumia siementiehyiden ulkoreunalla. Kaikkien 
siementiehyitä rajaavien Sertolin solujen tumat eivät kuitenkaan olleet värjäytyneet, vaan 
joissakin siementiehyissä värjäytyneitä tumia ei ollut lainkaan tai ne olivat hyvin heikosti 
värjäytyneet. Munasarjassa lähelle sukurauhasen pintaa sijoittuneet rakenteet värjäytyivät 
hyvin voimakkaasti. Värjäytyneet rakenteet ovat luultavasti primordiaalisia tai 
primaarisia follikkeleita (luku 5.1). Tämän lisäksi myös yhdessä kehittyvässä 
follikkelissa havaittiin spesifinen tumavärjäytyminen ja muualla munasarjakudoksessa 
heikompaa spesifistä värjäytymistä, joka keskittyi putkimaisten rakenteiden 
poikkileikkauksiin.  
Freemartineiden tulokset on esitetty taulukossa 4 ja kuvissa 9–15. Sukurauhasten 
värjäytymisessä oli suurta vaihtelua sekä värjäytyvien solujen että niiden järjestäytymisen 
suhteen. Joillakin freemartineilla siementiehyitä muistuttavia rakenteita reunustavien 
solujen tumat värjäytyivät spesifisisesti ja voimakkaasti (freemartinit 2533, 2595 ja 
2895), kun taas joillain yksilöillä vastaavien rakenteiden solujen tumat värjäytyivät 
heikosti tai niiden värjäytyminen oli epäselvää (esimerkiksi freemartin 2367). Lähes 
kaikilla niillä yksilöillä, joilla solutumien värjäytyminen oli voimakasta, nämä solut 
muodostivat tiehyen tai putkimaisen rakenteen kaltaisia poikkileikkauksia. Heikommin 
värjäytyvät solut olivat yleensä puolestaan ryppäissä tai yksinään. Lisäkivestä 
muistuttavien tiehytrakenteiden solutumat värjäytyivät freemartineilla 2533 ja 2595. 
Tiehyttä muistuttavien rakenteiden spesifisen värjäytymisen lisäksi freemartineilla 2348, 
2894, 2760, 2595, 2534 ja 3899 havaittiin spesifistä germinaaliepiteelisolujen tumien 
heikkoa värjäytymistä.  
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Kuva 6: Sox9-vasta-aineen värjäämät kontrollikudokset. Munasarjan värjäytyminen on esitetty 
kuvissa A (2,5 x suurennos), B (10 x suurennos) ja C (20 x suurennos). Munasarjassa havaittiin 
voimakas, lähelle pintaa sijoittuvien rakenteiden värjäytymisen (B, merkitty   ) lisäksi kehittyvän 
follikkelin solujen tuman ja soluliman värjäytyminen (C). Myös muualla munasarjassa oli hentoa 
väriä spesifisesti (B, merkitty   ). 
Kiveskudos on puolestaan esitetty kuvissa D (2,5 x  suurennos), E (10 x suurennos) ja F (40 x 
suurennos). Vasta-aine värjäsi kiveskudoksessa voimakkaimmin siementiehyitä rajaavien 
Sertolin solujen tumia (F). Siementiehyen luumen on merkitty (*). 
 
  
A. B. C. 
D. E. F. 
* 
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Taulukko 4: Sox9-värjäyksen tulokset. Plusmerkit (+) kuvaavat positiivista reaktiota ja 
miinusmerkki (-) negatiivista reaktiota: mitä enemmän plusmerkkejä on, sitä enemmän 
värjäytyneitä/järjestäytyneitä soluja on. Tarkentavia huomioita värjäytymiseen liittyen on 
annettu ”Huomioita”-osiossa. 
Freemartin Värjäytyneitä soluja Järjestäytyneisyys Huomioita 
2533 +++ +++ 
Lisäkivestä muistuttavissa 
tiehyissä väri. Väriä spesifisesti 
myös muualla sukurauhasessa. 
2367 + + 
Tumavärjäytyminen paikoin 
epäselvä.  
2364 +++ + 
Paljon värjäytyneitä solutumia, 
osa on putkimaisten 
rakenteiden poikkileikkausten 
tai tiehyttä muistuttavien 
rakenteiden läheisyydessä. 
Paikoin tumavärjäytyminen 
epäselvä. 
2348 +++ ++ 
Voimakkaasti värjäytyneet 
solut järjestäytyneet. 
Germinaaliepiteelin 
solutumissa väri. 
2894 + ++ 
Germinaaliepiteelin 
solutumissa heikko väri. 
Lähellä pintaa värjäytyneiden 
solujen joukkoja. 
2760 +++ ++ 
Kudoksessa paikoin paljon 
värjäytyneitä soluja. 
Tiehytrakenteita muistuttavat 
rakenteet värjäytyneet. 
Germinaaliepiteelissä heikko 
väri. 
2595 +++ +++ 
Lisäkivestä muistuttavissa 
tiehyissä värjäytyneitä 
solutumia. 
Germinaaliepiteelisolujen 
tumissa heikko väri.  
2534 +++ ++ 
Tiehyitä muistuttavalla alueella 
solutumat värjäytyneet, 
värjäytymistä myös 
germinaaliepiteelissä. 
4306 + + 
Tumavärjäytyminen paikoin 
epäselvä.  
3345 +++ ++ 
Voimakkaasti värjäytyneitä 
soluja paljon, vain osa 
keskittyy tiehyitä muistuttavien 
rakenteiden poikkileikkauksiin. 
Suurin osa värjäytyneistä 
solutumista yksinään tai 
ryppäissä. 
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3899 +++ ++ 
Tumavärjäytyminen paikoin 
epäselvä. Germinaaliepiteelin 
solutumissa värjäytymistä. 
2895 +++ +++ 
Tiehyttä muistuttavia rakenteita 
rajaavien solujen tumat 
voimakkaasti värjäytyneet. 
Näitä rakenteita rajaa 
heikommin värjäytyneiden 
solutumien joukko. 
 
4.3 AMH 
Sikiökaudella uroksen Sertolin solut erittävät AMH-proteiinia, jonka vaikutuksesta 
naaraan tiehytrakenne eli Müllerin tiehyet surkastuvat uroksella (luku 2.1.2.1). Toisin 
kuin Sox9, AMH ei ole kuitenkaan urosspesifinen. Syntymän jälkeen AMH:ta erittyy 
naaraan sukurauhasessa olevista granuloosasoluista (Taketo ym. 1993, Behringer 1995), 
kun taas uroksella hormonieritys jatkunee sukukypsyyden kynnykselle (Josso ym. 1998). 
Näin ollen AMH-vasta-aine värjää uroksen Sertolin solujen lisäksi myös aikuisen naaraan 
granuloosasolujen soluliman, jos soluissa on AMH:n tuotantoa. 
Kontrollit on esitetty kuvassa 7. Kontrollina käytetyssä kiveskudoksessa havaittiin heikko 
värjäytyminen siementiehyiden ulkoreunassa olevissa Sertolin soluissa. Munasarjassa 
suurten follikkelien sisimmässä solukerroksessa sijaitsevien granuloosasolujen solulima 
puolestaan värjäytyi voimakkaasti. Myös follikkelin uloimpien solujen solulima ja lähelle 
sukurauhasen pintaa sijoittuneet follikkelia muistuttavat rakenteet värjäytyivät paikoin 
heikosti. Munasarjakudoksessa oli siellä täällä myös yksittäin värjäytyneitä soluja.  
Freemartinien tuloksia on esitetty tarkemmin taulukossa 5 ja kuvissa 9–15. 
Sukurauhasissa havaittiin vaihteleva määrä positiivisia soluja: joissain sukurauhasissa 
värjäytyneet solut olivat järjestäytyneet, kun taas joissain ne olivat sijoittuneet melko 
sattumanvaraisesti ympäri sukurauhasta. Myös värin voimakkuus vaihteli huomattavasti 
ja joillain freemartineilla värjäytyneitä soluja oli todella vähän (esimerkiksi freemartinit 
2367, 2364 ja 2534). Selvimmin solut olivat järjestäytyneet freemartineilla 2533 ja 2595. 
Myös freemartinilla 3345 heikosti värjäytyneet solut olivat järjestäytyneet tiehyen 
kaltaisiksi rakenteiksi, vaikka osa voimakkaammin värjäytyneistä soluista oli 
sattumanvaraisesti sijoittunut. Näiden kahden ääripään välille mahtui laaja kirjo 
sukurauhasia, joissa värjäytyneitä soluja oli kohtalaisesti ja ne olivat sijoittuneet 
sukurauhasessa alueittain tai sattumanvaraisesti, ryppäisiin tai yksin. Tiehytrakenteita 
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muistuttavat alueet tai putkimaiset rakenteet olivat värjäytyneet heikosti freemartineilla 
2367, 2894, 2595, 2534, 3345 ja 2895, ja lisäksi germinaaliepiteelin solut olivat 
värjäytyneet freemartineilla 2348 ja 2595.  
 
 
Kuva 7: AMH-vasta-aineen värjäämät kontrollikudokset. Munasarjan värjäytyminen on esitetty 
kuvissa A (2,5 x suurennos), B (10 x suurennos) ja C (40 x suurennos). Follikkelin sisimmän 
solukerroksen granuloosasolujen solulima on värjäytynyt voimakkaasti kaikissa kuvissa. Myös 
ulommassa follikkelin solukerroksessa sijaitsevat solut ovat värjäytyneet heikosti (   ). 
Kiveskudos on puolestaan esitetty kuvissa D (2,5 x  suurennos), E (10 x suurennos) ja F (40 x 
suurennos). Uloimpina olevien Sertolin solujen solulima oli värjäytynyt heikosti. Siementiehyen 
luumen on merkitty (*). 
 
 
 
A. B. C. 
D.  E. F. 
* 
* 
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Taulukko 5: AMH-värjäyksen tulokset. Plusmerkit (+) kuvaavat positiivista reaktiota ja 
miinusmerkki (-) negatiivista reaktiota: mitä enemmän plusmerkkejä on, sitä enemmän 
värjäytyneitä/järjestäytyneitä soluja on.  Tarkentavia huomioita värjäytymiseen liittyen on 
annettu ”Huomioita”-osiossa. 
Freemartin 
Värjäytyneitä 
soluja 
Järjestäytyneisyys Huomioita 
2533 +++ +++ 
Selvästi värjäytyneiden 
tiehytrakenteiden lisäksi 
yksittäin värjäytyneitä 
soluja, voimakkaasti 
värjäytynyt alue lähellä 
pintaa. 
2367 + -/+ 
Tiehytrakennetta 
muistuttavalla alueella 
hento väri. 
2364 + -  
2348 ++ ++ 
Germinaaliepiteelin 
soluissa hento väri, solut 
yksinään tai ryppäissä 
lähellä sukurauhasen 
pintaa. 
2894 ++ ++ 
Joidenkin putkimaisten 
rakenteiden seinämissä 
hento väri. 
2760 + +  
2595 +++ +++ 
Lisäkivestiehyitä 
muistuttavissa 
rakenteissa ja 
germinaaliepiteelissä 
hento väri. 
2534 + -/+ 
Tiehytrakennetta 
muistuttavalla alueella 
hento väri. 
4306 +++ + 
Osa soluista muodostaa 
ryppäitä. 
3345 +++ ++ 
Paikoin järjestäytyneet,. 
Osassa tiehyttä 
muistuttavista 
rakenteista hento väri. 
Värin voimakkuus 
vaihtelee huomattavasti. 
3899 ++ ++  
2895 + ++ 
Tiehytrakennetta 
muistuttavalla alueella 
hento väri. Lisäksi 
voimakkaasti 
värjäytyneitä soluja 
järjestäytynyt 
sukurauhasen toiseen 
päähän. 
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4.4 3β-HSD 
3β-HSD on entsyymi, jota tarvitaan kummallakin sukupuolella testosteronin synteesiin 
(luku 2.1.2.2). Sitä on kaikissa testosteronia tuottavien solujen solulimassa eli uroksen 
Leydigin soluissa ja naaraan teekasoluissa. Vasta-aineen avulla voidaan vain selvittää, 
onko sukurauhasessa testosteronisynteesiin kykeneviä soluja. Se ei siis kerro sitä, ovatko 
värjäytyvät solut Leydigin soluja vai teekasoluja. 
Kontrollit on esitetty tarkemmin kuvassa 8. Kontrollina käytetyssä kiveskudoksessa 
siementiehyet eivät värjäytyneet, mutta näiden väliin jäävässä kudoksessa havaittiin 
soluja, joiden solulima värjäytyi käytetyllä vasta-aineella. Koska kyseessä on uros, nämä 
solut ovat testosteronia tuottavia Leydigin soluja. Munasarjassa follikkelien uloimmissa 
solukerroksissa olevat teekasolut värjäytyivät paikoin melko voimakkaastikin. Lähellä 
munasarjan pintaa ja myös muualla munasarjakudoksessa oli muutama voimakkaasti 
värjäytyneiden solujen rypäs.  Lisäksi follikkelin sisimmässä solukerroksessa eli 
granuloosasoluissa oli joissain follikkeleissa heikkoa väriä. 
Freemartineiden tuloksia on esitetty taulukossa 6 ja kuvissa 9–15. Sukurauhasessa 
olevien solujen värjäytyminen vaihteli paljon yksilöiden välillä. Freemartineilla 2533 ja 
2595 värjäytyneet solut olivat sijoittuneet tiehyen kaltaisten rakenteiden läheisyyteen, 
kun taas freemartinilla 3345 voimakkaasti värjäytyneitä soluja oli melko tasaisesti koko 
sukurauhasessa. Muutamalla freemartinilla (esimerkiksi 2894 ja 2760) voimakkaasti 
värjäytyneet solut olivat lisäksi järjestäytyneet ryppäisiin tai alueisiin. Osalla 
freemartineista soluliman värjäytyminen oli puolestaan heikkoa (freemartinit 2364, 2595 
ja 2534) ja yhdellä freemartinilla ei ollut lainkaan värjäytyneitä soluja (freemartin 2895). 
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Kuva 8: 3β-HSD-vasta-aineen värjäämät kontrollikudokset. Munasarjan värjäytyminen on 
esitetty kuvissa A (2,5 x suurennos), B (10 x suurennos) ja C (40 x suurennos). Follikkelin 
uloimman solukerroksen teekasolut värjäytyivät voimakkaasti kaikissa kuvissa. Kuvassa C näkyy 
lisäksi granuloosasolujen heikko värjäytyminen (   ). 
Kiveskudos on puolestaan esitetty kuvissa D (2,5 x suurennos), E (10 x suurennos) ja F (40 x 
suurennos). Siementiehyiden välissä olevien Leydigin solujen solulima on värjäytynyt. 
Siementiehyen luumen on merkitty (*). 
 
  
A. B. C. 
D. E. F. 
* 
* 
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Taulukko 6: 3β-HSD-värjäyksen tulokset. Plusmerkit (+) kuvaavat positiivista reaktiota ja 
miinusmerkki (-) negatiivista reaktiota: mitä enemmän plusmerkkejä on, sitä enemmän 
värjäytyneitä/järjestäytyneitä soluja on. Tarkentavia huomioita värjäytymiseen liittyen on 
annettu ”Huomioita”-osiossa. 
Freemartin Värjäytyneitä soluja Järjestäytyneisyys Huomioita 
2533 ++ +++ 
Soluja vain tiehytrakenteita 
muistuttavien rakenteiden 
lähettyvillä. 
2367 ++ ++ 
Voimakkaasti värjäytyneitä 
soluja. 
2364 -/+ -/+  
2348 ++ + Voimakas väri solulimassa. 
2894 ++ ++ 
Värjäytyneitä soluja lähellä 
sukurauhasen pintaa. Osa 
soluista yksinään tai pienissä 
ryppäissä. 
2760 ++ +++  
2595 + +++ 
Värjäytyneet solut 
pääasiassa tiehytrakenteita 
muistuttavien rakenteiden 
lähettyvillä. 
2534 + ++ 
Värjäytyneet solut 
sijoittuneet vain yhteen 
osaan sukurauhasta. 
4306 ++ +++ 
Voimakkaasti 
värjäytyneiden solujen alue. 
3345 +++ + 
Paljon voimakkaasti 
värjäytyviä soluja koko 
sukurauhasessa. 
3899 ++ ++ 
Jotkut solut muodostavat 
rengasmaisia rakenteita. 
2895 - -  
 
4.5 Kuvia freemartinin sukurauhasista 
Seuraavilla sivuilla on esitetty seitsemän freemartinin sukurauhasen värjäyksen tulokset 
kuvina (kuvat 9–15). Freemartinit edustavat tulosten ääripäitä tai niiden sukurauhasen 
värjäytyminen oli muuten poikkeava. Tarkemmat tulokset löytyvät luvuista 4.2–4.4. 
Kuvassa 9 on esitetty freemartinin 2533 sukurauhanen, jossa oli voimakkaasti 
värjäytyneitä soluja. Nämä solut olivat järjestäytyneet selvästi tiehyen kaltaisiksi 
rakenteiksi ja ne värjäytyivät sekä AMH- että Sox9-vasta-aineella (A–C, G–H). Näiden 
solujen lisäksi yksittäiset solut värjäytyivät AMH-vasta-aineella kuvassa B (merkitty ), 
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kun taas kuvassa G näkyy lisäkiveksen tiehyitä muistuttavassa rakenteessa Sox9-vasta-
aineen värjäämiä tumia ( ). Tiehyttä muistuttavien rakenteiden välissä ja ympärillä oli 
puolestaan 3β-HSD-vasta-aineella värjäytyneitä soluja (D–F).  
 
 
Kuva 9: Freemartin 2533. Ylin rivi AMH (A–C): A = 2,5 x suurennos, B = 10 x suurennos, C = 40 x 
suurennos. Keskimmäinen rivi 3β-HSD (D–F): D = 2,5 x suurennos, E = 10 x suurennos, F = 40 x 
suurennos. Alin rivi Sox9 (G–I): G = 2,5 x suurennos, H = 10 x suurennos, I = 40 x suurennos.  
A. B. C. 
D. E. F. 
G. H. I. 
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Kuva 10: Freemartin 2364. Ylin rivi AMH (A–C): A = 2,5 x suurennos, B = 10 x suurennos, C = 40 x 
suurennos. Keskimmäinen rivi 3β-HSD (D–F): D = 2,5 x suurennos, E = 20 x suurennos, F = 20 x 
suurennos. Alin rivi Sox9 (G–I): G = 2,5 x suurennos, H = 10 x suurennos, I = 40 x suurennos. 
 
Kuvassa 10 on esitetty freemartinin 2364 sukurauhanen. Tämän freemartinin 
sukurauhasessa oli hyvin vähän AMH-ja 3β-HSD-vasta-aineella värjäytyneitä soluja (A–
C, D–F). Jos soluja oli, ne olivat sijoittuneet toisensa läheisyyteen. Sox9-vasta-aine 
A.  B. C. 
D. E. F. 
G.  H. I. 
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puolestaan värjäsi paljon tumia ja spesifisesti joitain sukurauhasen alueita (G, H). Osa 
värjäytyneiden solujen tumista oli sijoittunut putkimaisten rakenteiden 
poikkileikkauksiin (I). 
 
 
Kuva 11: Freemartin 2348. Ylin rivi AMH (A–C): A = 2,5 x suurennos, B = 10 x suurennos, C = 40 x 
suurennos. Keskimmäinen rivi 3β-HSD (D–F): D = 2,5 x suurennos, E = 10 x suurennos, F = 40 x 
suurennos. Alin rivi Sox9 (G–I): G = 2,5 x suurennos, H = 10 x suurennos, I = 40 x suurennos. 
A. B. C. 
D. E. F. 
G. H. I. 
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Kuvassa 11 freemartinin 2348 sukurauhasessa AMH-vasta-aineella värjäytyvät solut 
olivat paikoin ryppäissä sijoittuneena lähelle sukurauhasen pintaa (A, B). Kuvassa C 
näkyvää germinaaliepiteelin värjäytymistä havaittiin myös freemartinilla 2595. AMH:lla  
 
 
Kuva 12: Freemartin 2894. Ylin rivi AMH (A–C): A = 2,5 x suurennos, B = 10 x suurennos, C = 20 x 
suurennos. Keskimmäinen rivi 3β-HSD (D–F): D = 2,5 x suurennos, E = 10 x suurennos, F = 40 x 
suurennos. Alin rivi Sox9 (G–I): G = 2,5 x suurennos, H = 10 x suurennos, I = 40 x suurennos. 
A. B. C. 
D. E. F. 
G. H. I. 
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värjäytyneitä soluja oli huomattavasti vähemmän kuin Sox9-vasta-aineella värjäytyneitä 
soluja (G–I). Osa soluista oli lisäksi järjestäytynyt yhdeksi alueeksi sukurauhasen 
keskelle ja niiden tumavärjäytyminen oli epäselvä (merkitty ). Sox9-vasta-aineella 
värjäytyneet tumat reunustivat lisäksi putkimaisia rakenteita (I). 3β-HSD-vasta-aineella 
voimakkaasti värjäytyneet solut olivat puolestaan kohtalaisesti järjestäytyneet (D–F). 
Kuvan 12 freemartinilla 2894 oli sukurauhasessaan kohtalaisesti AMH-vasta-aineella 
värjäytyneitä soluja ja osa niistä oli järjestäytynyt putkimaisten rakenteiden läheisyyteen 
(A–C). Joissakin putkimaisissa rakenteissa havaittiin myös hento väri (C; merkitty ). 
Sox9-vasta-aineella värjäytyneitä soluja oli pääasiassa sukurauhasen pintakerroksissa ja 
paikoin solulima värjäytyi tuman sijasta (G–I). 3β-HSD-vasta-aine värjäsi puolestaan 
selkeästi lähellä sukurauhasen pintaa olevien solujen soluliman (D–F). 
Kuvassa 13 esitetyn freemartinin 2595 sukurauhasen värjäytyminen muistutti 
freemartinin 2533 värjäytymistä: AMH:lla ja Sox9:llä värjäytyvät solut olivat pääasiassa 
järjestäytyneet tiehyen kaltaisiksi rakenteiksi (A, C, G), joita ympäröivät 3β-HSD-
positiiviset solut. Lisäksi sukurauhasessa oli myös lisäkivestä muistuttava rakenne, jonka 
poikkileikkaus värjäytyi heikosti AMH:lla ja voimakkaasti Sox9:llä (B, G; lisäkives 
merkitty ). Sukurauhasessa oli myös toinen Sox9:llä värjäytyvä tiehytrakenne (H) ja 
myös germinaaliepiteelissä havaittiin värjäytymistä (I). Germinaaliepiteeli värjäytyi 
myös freemartineilla 2348, 2894, 2760, 2595, 2534 ja 3899. 
Kuvan 14 freemartinin 3345 sukurauhasessa kaikki vasta-aineet aiheuttivat 
kudosrakenteiden voimakasta värjäytymistä. AMH:lla ja Sox9:lla havaittiin paikoin 
tiehyttä muistuttava solujen järjestäytyminen (esimerkiksi C, I), mutta suurin osa soluista 
näytti järjestäytymättömiltä. Kummankin vasta-aineen kohdalla värin voimakkuus 
vaihteli myös paljon (B, G). 3β-HSD-positiivisia soluja oli niin ikään paljon ja osa niistä 
näytti ympäröivän tiehyen kaltaisia rakenteita (E). Suurin osa näistä soluista ei kuitenkaan 
ollut järjestäytynyt. 
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Kuva 13: Freemartin 2595. Ylin rivi AMH (A–C): A = 2,5 x suurennos, B = 20 x suurennos, C = 40 x 
suurennos. Keskimmäinen rivi 3β-HSD (D–F): D = 2,5 x suurennos, E = 10 x suurennos, F = 40 x 
suurennos. Alin rivi Sox9 (G–I): G = 2,5 x suurennos, H = 10 x suurennos, I = 40 x suurennos.  
A. B. C. 
D. E. F. 
G. H. I. 
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Kuva 14: Freemartin 3345. Ylin rivi AMH (A–C): A = 2,5 x suurennos, B = 20 x suurennos, C = 40 x 
suurennos. Keskimmäinen rivi 3β-HSD (D–F): D = 2,5 x suurennos, E = 20 x suurennos, F = 40 x 
suurennos. Alin rivi Sox9 (G–I): G = 2,5 x suurennos, H = 10 x suurennos, I = 40 x suurennos. 
 
Kuvassa 15 esitetty freemartinin 2895 sukurauhanen poikkesi muista sukurauhasista, sillä 
siinä ei ollut lainkaan 3β-HSD-vasta-aineella värjäytyviä soluja (D, E). Suurin osa 
AMH:lla värjäytyneistä rakenteista värjäytyi heikosti (A, C), kun taas selvästi 
värjäytyneitä soluja oli vähän vain sukurauhasen yhdessä reunassa (B). Sitä vastoin Sox9-
A. B. C. 
D. E. F. 
G. H. I. 
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vasta-aine värjäsi selkeästi tiehyen kaltaisten rakenteiden tumat (H) ja aluetta rajaavat 
solut (G; merkitty *). 
 
 
Kuva 15: Freemartin 2895. Ylin rivi AMH (A–C): A = 2,5 x suurennos, B = 20 x suurennos, C = 40 x 
suurennos. Keskimmäinen rivi 3β-HSD (D–F): D = 2,5 x suurennos, E = 20 x suurennos. Alin rivi Sox9 
(F–H): F = 2,5 x suurennos, I = 10 x suurennos, H = 40 x suurennos.   
A. B. C. 
D. E. 
F. G. H. 
* 
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5 POHDINTA 
 
Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää, onko freemartinin sukurauhasessa uroksen 
hormonieritykseen kykeneviä soluja. Koska freemartinin sukurauhanen edustaa 
sekasukupuolista sukurauhasta, tutkimukseen yritettiin valita vasta-aineet, jotka olisivat 
spesifisiä vain urospuolisille sukurauhasen rakenteille. Toisin sanoen vasta-aineiden 
valinnalla pyrittiin helpottamaan freemartinin sukurauhasten tulkintaa: jos 
sukurauhasessa olisi värjäytyneitä alueita tai soluja, edustaisivat ne täten urospuolisia 
rakenteita. Urosspesifisen Sox9-vasta-aineen tehtävänä oli paljastaa freemartinin 
sukurauhasessa mahdollisesti olevat Sertolin solut, kun taas AMH- ja 3β-HSD-vasta-
aineiden avulla voidaan selvittää freemartinin sukurauhasen AMH- ja 
testosteronituotanto. Sox9- ja AMH-vasta-aineet toimivat lisäksi parina: jos 
sukurauhasessa on Sertolin soluja, ne värjäytyvät kummallakin vasta-aineella. 
Tutkimuksessa tehdyt värjäykset kuitenkin osoittivat, etteivät asiat ole läheskään näin 
mustavalkoisia, sillä vasta-aineet reagoivat myös naaraan sukurauhasesta löytyvien 
rakenteiden kanssa. Itse asiassa on hyvin hämmästyttävää, kuinka samanlaisia uroksen ja 
naaraan sukurauhaset tällä tasolla loppujen lopuksi ovat. 
 
5.1 Normaalien sukurauhasten värjäytyminen valituilla vasta-aineilla 
Sox9 edistää Sertolin solujen kehittymistä siemenjuosteiksi (Li ym. 2014) ja sitä voidaan 
pitää ensimmäisenä Sertolin solujen kehittymistä ohjaavana geeninä. Vaikka Sox9 on 
sukurauhasessa urosspesifinen, se on autosomaalisesti periytyvä geeni, joka osallistuu 
myös muuhun yksilönkehitykseen (Cutting ym. 2013, Gilbert 2014). Sox9 ilmenee 
yksilönkehityksen aikana esimerkiksi rustosoluissa, hermojen kantasoluissa ja 
karvapullistumassa kummallakin sukupuolella (katsauksessa Kamachi & Kondoh 2013).  
Tutkimuksessa kontrollina käytetyssä kiveskudoksessa siementiehyitä verhoavien 
Sertolin solujen värjäytyminen oli epätasaista ja tumaväri paikoin heikko. Fröjdman ym. 
mukaan (2000) Sertolin solujen värjäytyminen riippuu aikuisella yksilöllä 
siementiehyiden iästä ja siittiöiden tuotantovaiheesta: esimerkiksi rotalla voimakkain 
Sox9-värjäytyminen havaittiin 13 päivän ikäisissä rotta-alkioissa. Fröjdman ym. mukaan 
kaikissa nuoren aikuisen Sertolin soluissa ei kuitenkaan ollut positiivista reaktiota Sox9-
vasta-aineelle.  
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Tässä tutkimuksessa kontrollina käytetyssä munasarjassa havaittiin spesifistä 
värjäytymistä Sox9-vasta-aineella. Lähellä munasarjan pintaa sijaitsevat, voimakkaasti 
värjäytyvät rakenteet ovat luultavasti primaarisia tai primordiaalisia follikkeleita ja 
suuremmassa follikkelissa värjäytyneet solutumat saattoivat olla joko granuloosa- tai 
teekasoluja. Putkimaiset rakenteet, joiden lähettyvillä spesifistä värjäytymistä oli, olivat 
puolestaan todennäköisesti verisuonia. Edellä mainittu munasarjan värjäytyminen on 
poikkeuksellista, sillä normaalisti Sox9-vasta-aine ei aiheuta positiivista solujen 
värjäytymistä naaraan sukurauhasessa: uroksella Y-kromosomispesifinen Sry aktivoi 
Sox9-geenin (luku 2.1.1.1), ja koska naaraalta puuttuu Y-kromosomi ja Sry, Sox9 ei 
aktivoidu. Itse asiassa naaraan sukurauhaset pystyvät ilmentämään granuloosasoluissaan 
Sox9-geeniä vain silloin, jos munasarja istutetaan munuaiskapselin alle (Morais da Silva 
ym. 1996). 
Yksi syy munasarjan poikkeukselliseen värjäytymiseen saattaa olla tutkittu laji, sillä 
valmistajan (Sigma-Aldrich) mukaan vasta-aine on testattu ja todettu toimivaksi ihmisen, 
hiiren ja rotan sukurauhasissa. Toisaalta jos vasta-aine toimii sekä ihmisellä että 
jyrsijöillä, voidaan sen olettaa toimivan myös naudalla. Laji ei siis yksinään riitä 
selittämään poikkeuksellista värjäytymistä, joten se johtunee käytetystä vasta-aineesta. 
Vasta-aineen tarttuminen kudokseen perustuu muutaman aminohapon mittaisen 
epitoopin tunnistamiseen kudoksesta. Immunogeenillä tarkoitetaan puolestaan 
aminohapposekvenssiä tai proteiinia, jonka tunnistamiseen vasta-aineen toiminta 
perustuu. Jos immunogeenin pituus on kymmeniä aminohappoja, sekvenssi sisältää 
mahdollisesti monta eri epitooppia, joista jokin voi esiintyä jossain muussa proteiinissa 
kuin esimerkiksi Sox9-proteiinissa. Tällöin vasta-aine voi tunnistaa myös näitä muita 
epitooppeja kudoksista ja aiheuttaa poikkeuksellisia tuloksia. Näin on saattanut käydä 
juuri Sox9-vasta-aineen kohdalla, sillä käytetyssä vasta-aineessa oli poikkeuksellisen 
pitkä immunogeeni. Vasta-aine on siis saattanut tarttua urosrakenteiden sijaan joihinkin 
Sox9:n proteiinin osia muistuttaviin muihin proteiineihin. Toisin sanoen vaikka Sox9-
värjäsi naaraskudoksia, pelkästään tämän perusteella ei voida sanoa, että naaraan 
sukurauhasessa olisi todella Sox9-proteiinia.  
Poikkeuksellisen värjäytymisen takia Sox9-vasta-aineen tulkinta oli ongelmallista, mutta 
yhdistettynä AMH-vasta-aineen antamiin värjäystuloksiin tutkimuksen luotettavuus 
parani. Tämä johtuu siitä, että Sertolin solujen kehittymistä ohjaava Sox9-geeni aktivoi 
AMH-proteiinin tuotannon uroksella (Cutting ym. 2013). Toisin sanoen jos uroksella on 
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AMH:lla värjäytyviä soluja, voidaan olettaa, että näiden solujen kohdalla vasta-aine on 
tunnistanut todellisen Sox9-proteiinin. Sox9- ja AMH-vasta-aineen yhdistelmällä 
voidaan siis havaita luotettavasti uroksen sukurauhasessa olevat Sertolin solut, vaikka 
Sox9:n värjäytyminen ei olisikaan spesifistä. 
Aikuisella naaraalla AMH puolestaan erittyy normaalisti munasarjan follikkelin 
sisimmän solukerroksen granuloosasoluista (luku 2.1.2.1), joten kontrollimunasarjassa 
olevan follikkelin granuloosasolujen värjäytyminen oli oletettavaa. Lähelle sukurauhasen 
pintaa sijoittuneet heikosti värjäytyvät rakenteet ovat luultavasti primordiaalisia tai 
primaarisia follikkeleita, joiden värjäytyminen liittynee follikkelien kehittymiseen: 
munasarjan kasvavien follikkelien granuloosasolut erittävät AMH:ta, joka säätelee 
follikkelien vastetta gonadotropiineille (Campbell ym. 2012). Uloimpana follikkelissa 
sijaitsevien teekasolujen heikon värjäytymisen selittäminen ei ollut yhtä yksinkertaista. 
AMH vaikuttaa kyllä granuloosasolujen lisäksi teekasoluihin, jotka ovat itse asiassa 
herkempiä AMH:lle kuin granuloosasolut (Campbell ym. 2012). AMH esimerkiksi 
vähentää teekasolujen testosteronin tuotantoa muuttamalla luteinisoivan hormonin (LH) 
aiheuttamaa soluvastetta, joten AMH:lla saattaa olla tehtävä myös naaraan 
steroidisynteesin säätelyssä. Vaikka AMH vaikuttaisi teekasoluihin, teekasolut eivät 
kuitenkaan osallistu AMH:n eritykseen. Näin ollen tämä teoria ei selitä teekasolujen 
soluliman heikkoa ja epätasaista värjäytymistä. Teekasolujen värjäytyminen johtuu 
todennäköisesti vain käytetystä vasta-aineesta, joka tunnistaa toivottujen rakenteiden 
lisäksi jotain muita solurakenteita. Tämä selittäisi myös munasarjakudoksessa paikoin 
värjäytyvät soluryppäät, joille ei löydy muuta yksinkertaista selitystä.  
Tutkimuksessa kontrollina käytetyn kiveskudoksen siementiehyiden reunat värjäytyivät 
heikosti. 26 viikon ikäisellä urospuolisella nautasikiöllä siementiehyet värjäytyvät 
voimakkaasti AMH-vasta-aineella (Cabianca ym. 2007), mutta sukukypsällä yksilöllä 
Leydigin solujen erittämä testosteroni laskee plasman AMH:n pitoisuutta (Rota ym. 
2002). Tämä tiedon valossa voisi olettaa, että siementiehyissä ei olisi havaittavissa 
lainkaan solujen värjäytymistä syntymän jälkeen. AMH:n eritys ei kuitenkaan pääty 
uroksella sukukypsyyteen, vaan hyvin matalia AMH-pitoisuuksia havaitaan myös 
aikuisella: AMH:ta on havaittu esimerkiksi sonnin ja karjun kivesverkostossa (Fenichel 
ym. 1999). Lisäksi Cabianca ym. tekemän tutkimuksen mukaan (2007) jotkin aikuisen 
sonnin Sertolin solut saattavat olla AMH-positiivisia, ja sioilla Sertolin solut värjäytyivät 
AMH-vasta-aineella syntymän jälkeen vielä kahden kuukauden iässä (Kao ym. 2012). 
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Kuuden kuukauden ikäisellä karjulla Sertolin solut eivät sitä vastoin enää värjäytyneet, 
mikä saattaa kuitenkin johtua sukukypsyyteen liittyvästä testosteronipitoisuuden 
noususta: sika saavuttaa sukukypsyyden noin viiden kuukauden iässä (Lervik ym. 2013).  
Tutkimukseen valittu vasta-aine 3β-HSD kuvaa sukurauhasessa tapahtuvaa 
testosteronisynteesiä: steroidihormonien synteesiin erikoistuneet rauhassolut ovat 
uroksen sukurauhasessa Leydigin soluja ja naaraan sukurauhasessa puolestaan follikkelia 
ympäröiviä teekasoluja (Schmahl ym. 2008). Positiivisena kontrollina käytetyssä 
kiveksessä vasta-aine värjäsi kiveksen siementiehyiden välissä sijaitsevien Leydigin 
solujen soluliman, kun taas munasarjassa värjäytyivät follikkelin uloimmat solukerrokset. 
Munasarjassa värjäytyneet solut olivat oletettavasti teekasoluja, sillä terveellä naudalla 
follikkelin sisin teekasolukerros eli theca interna värjäytyy 3β-HSD-vasta-aineella (Isobe 
ym. 2003). Selvimmin teekasolujen värjäytyminen oli havaittavissa suurimpien 
follikkelien soluissa, mutta oletettavasti myös muut munasarjassa värjäytyvät solut ovat 
teekasoluja. Lähelle munasarjan pintaa sijoittuneet, voimakkaasti värjäytyneet 
soluryppäät voisivat olla kehittyviä follikkeleita, sillä 3β-HSD ilmenee naudalla kaikissa 
ovulaatiota edeltävissä follikkelin kehitysvaiheissa (katsauksessa Atanassova & Koeva 
2012). Värjäytyvät soluryppäät voisivat myös olla surkastuvia follikkeleita, sillä niissä 
theca internan teekasolut ovat koko surkastumisprosessin ajan 3β-HSD-positiivisia 
(Teerds & Dorrington 1993, Isobe ym. 2003). Toisaalta kaikki munasarjassa olevat 
follikkelit eivät värjäytyneet, mikä saattaa selittyä follikkelin kehitysvaiheella. Isobe ym. 
julkaiseman artikkelin (2003) mukaan joissakin follikkelin kehitysvaiheissa teekasolut 
eivät nimittäin värjäydy vasta-aineella, vaikka näiden follikkelien granuloosasoluissa 
olisikin väriä. Edellä mainitusta poiketen Atanassova & Koeva (2012) väittävät, että 
myös granuloosasoluissa havaittaisi spesifinen värjäytyminen kaikissa follikkelin 
kehitysvaiheissa. Tutkimukseni ei kuitenkaan tue tätä väitettä, sillä vain jossain 
granuloosasoluissa havaittiin hento väri.  
 
5.2 Tulosten tulkintaan vaikuttavat tekijät 
Yksi tärkeimmistä tulosten tulkintaan vaikuttavista tekijöistä on käytettyjen vasta-
aineiden kyky tunnistaa haluttuja, spesifisiä rakenteita uros- tai naaraskudoksesta. Vasta-
aineen toiminta perustuu siihen, että se tunnistaa esimerkiksi sukurauhasessa olevan 
proteiinin kolmiulotteisen rakenteen. Jos tunnistettavan proteiinin rakenne on syystä tai 
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toisesta muuttunut, ei vasta-aine kykene tunnistamaan sitä ja tarttumaan siihen. Tällöin 
kudoksessa ei havaita spesifistä immunoväriä.  
Tutkimuksessa käytetyssä menetelmässä kudosproteiinin kolmiulotteista rakennetta 
voivat muuttaa antigeenin paljastuksessa käytettävät liuokset. Antigeenin 
paljastusliuosten tehtävänä on poistaa kudosleikkeestä kiinnityksen aiheuttamia viallisia 
kudosrakenteita, mutta koska käytettävät liuokset ovat voimakkaita happoja tai emäksiä, 
ne saattavat aiheuttaa epätoivottuja vaurioita tutkittavien kudosrakenteiden 
kolmiulotteiseen rakenteeseen. Myös tutkittavien kudosten pitkä säilytysaika vaikuttaa 
kudokseen. Jos kudosta on säilytetty pitkään ennen leikkeiden leikkausta, ja säilöntä on 
alkujaan epäonnistunut, on mahdollista, että osa tutkittavista rakenteista on tuhoutunut 
ajan saatossa. Edellä mainitut tekijät saattavat muuttaa myös muita kudoksessa olevia 
rakenteita niin, että vasta-aine tarttuu niihin varsinaisen kohteensa lisäksi. Tämä on 
kuitenkin erittäin harvinaista, sillä käytännössä se tarkoittaisi, että kudokseen olisi 
sattumalta muodostunut täsmälleen alkuperäistä epitooppia muistuttava rakenne. Paljon 
todennäköisempi vaihtoehto on se, että syystä tai toisesta käytetty vasta-aine ei havaitse 
haluttuja kudosrakenteita. Tällöin havaitaan Sox9-vasta-aineen kaltaista väärän 
kudosrakenteen spesifistä värjäytymistä. 
Vasta-aineen tarttumiseen vaikuttaa edellä mainittujen syiden lisäksi se, onko vasta-aine 
monoklonaalinen vai polyklonaalinen. Monoklonaaliset vasta-aineet ovat keskenään 
samasta solulinjasta lähtöisin olevia immunoglobuliineja, jotka kaikki tunnistavat vain 
yhtä tiettyä epitooppia eli kudosproteiinin kolmiulotteista rakennetta (katsauksessa 
Ramos-Vara 2005). Monoklonaalisilla vasta-aineilla on polyklonaalisia vasta-aineita 
parempi spesifisyys ja ne ristireagoivat harvoin muiden kudosrakenteiden kanssa. 
Polyklonaaliset vasta-aineet muodostuvat sitä vastoin useasta eri solulinjasta, jolloin ne 
kykenevät tunnistamaan eri epitooppeja. Polyklonaalisten vasta-aineiden etu on juuri se, 
etteivät ne tunnista vain yhtä epitooppia: jos yksi epitooppi on vaurioitunut 
tunnistuskelvottomaksi, vasta-aine saattaa silti tunnistaa jonkun toisen epitoopin, tarttua 
siihen ja aiheuttaa toivotun reaktion. Toisaalta poluklonaalinen vasta-aine saattaa 
tunnistaa virheellisesti väärän kudosproteiinin herkemmin kuin monoklonaalinen vasta-
aine. Tutkimuksessa käytetyistä vasta-aineista AMH-vasta-aine oli monoklonaalinen, 
kun taas Sox9- ja 3β-HSD-vasta-aineet olivat polyklonaalisia. Koska AMH-vasta-aineen 
toiminta perustuu yhden epitoopin tunnistamiseen, sen tarttuminen johonkin varsinaista 
rakennetta muistuttavaan epitooppiin on epätodennäköistä, mutta mahdollista: jos 
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monoklonaalinen vasta-aine on liian spesifinen, se ei välttämättä toimi kaikilla 
eläinlajeilla. Polyklonaalisen Sox9-vasta-aineen ristireagointi muiden kudosproteiinien 
kanssa on sitä vastoin todennäköistä, joten poikkeuksellinen naaraskudoksen 
värjäytyminen Sox9-vasta-aineella johtuu käytetyn vasta-aineen ominaisuuksista (luku 
5.1).  
Tuloksia tulkittaessa on muistettava, että histologinen leike edustaa vain yhtä siivua koko 
kudoksesta ja lisäksi histologisessa leikkeessä kolmiulotteinen rakenne on muutettu 
kaksiulotteiseksi. Histologisen tutkimuksen luonteen vuoksi osa analyysin kannalta 
tärkeistä rakenteista on saattanut jäädä kudosleikkeen ulkopuolelle tai leikkautua viistosti, 
jolloin rakenteen sijoittuminen tai koko vääristyy. Esimerkiksi kontrollina olevassa 
munasarjassa AMH-vasta-aineella värjäytyneet yksittäiset solut tai soluryppäät saattavat 
todellisuudessa kuulua johonkin suurempaan rakenteeseen tai olla järjestäytyneenä 
kehäksi, vaikka histologisessa leikkeessä solut näyttäisivät järjestäytyneen jonoon. 
Erityisesti freemartinien sukurauhasten rakenteita arvioitaessa yksittäinen histologinen 
kudosleike ei kuvaa koko sukurauhasta. Toisin sanoen freemartinien sukurauhasissa 
olevista rakenteista olisi saatu edustavampi kuva, jos yhden leikkeen sijaan jokaisesta 
sukurauhasesta olisi tehty useiden leikkeiden sarja. Tällöin koko sukurauhanen olisi 
läpivalaistu ja freemartinin sukurauhasen maskulinisoitumista olisi helpompi arvioida.  
Kudosleikkeiden tulkintaa voi hankaloittaa edellä mainitun lisäksi myös se, että 
tutkimuksessa ei tehty immunovärjäyksen lisäksi kudosleikkeiden perusvärjäystä. 
Perusvärjäyksen eli hematoksyliini-eosiinivärjäyksen avulla rakenteet erottuisivat jonkin 
verran selkeämmin, sillä immunovärjäyksessä vastavärinä käytettävä hematoksyliini vain 
paljastaa kudoksen muut rakenteet erottelematta niitä. Kaikista freemartinin 
sukurauhasista voisi tehdä rinnakkaiset perusvärjäykset, jolloin immunovärjäyksessä 
spesifisti värjäytyneet solut tai solurakenteet olisi helpompi tunnistaa. Käytännössä 
eosiinivärin puuttuminen ei kuitenkaan vaikuta suuresti rakenteiden hahmottamiseen.   
 
5.3 Freemartinien sukurauhasten värjäytyminen valituilla vasta-aineilla 
Freemartineihin liittyvät tutkimukset ovat antaneet korvaamatonta tietoa niin 
kehitysbiologian kuin endokrinologian aloille, mutta itse syndrooman syntyä ei ole vielä 
saatu selville. Epäselvää on muun muassa se, miksi naudoilla istukoiden välille 
muodostuu verisuoniyhteyksiä helpommin kuin muilla märehtijöillä. Uusimmat 
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tutkimukset ovat kuitenkin keskittyneet lähinnä freemartinin sukupuolirauhasten kykyyn 
tuottaa hormoneita sikiökaudella. Aihe on kiinnostava, sillä jos freemartinin 
sukupuolirauhasissa olisi uroksen kivesten kaltaista hormonieritystä sikiökaudella, 
sukurauhanen saattaisi vaikuttaa freemartinin sukupuolielinten maskulinisoitumiseen. 
Toisin sanoen tällöin freemartinin sukupuolielimet kykenisivät teoriassa 
maskulinisoimaan itse itsensä. 
Tämän tutkimuksen tarkoituksena oli niin ikään tutkia freemartinien sukurauhasten 
hormonieritystä. Erityisen kiinnostuksen kohteena olivat uroksen hormonierityksestä 
vastaavat solut eli Sertolin solut, jotka tuottavat AMH:ta, ja Leydigin solut, jotka 
puolestaan tuottavat testosteronia. Onko freemartinin sukurauhasissa hormonieritykseen 
kykeneviä soluja? Pystyykö freemartin erittämään uroksen kehittymiseen vaadittavia 
hormoneita sukurauhasistaan?  
 
5.3.1 Kivestä muistuttavat sukurauhaset 
Tutkimusaineistossa oli kaksi freemartinia, joiden sukurauhasissa erottui selkeästi 
uroksen kaltaisia rakenteita. Freemartinin 2533 sukurauhanen muistutti histologisesti 
eniten kivestä (Sirkiä 2001, Palmberg 2010). Sukurauhasessa erottui uroksen 
siementiehyitä muistuttavia tiehyitä, jotka olivat Palmbergin (2010) mukaan 
muodostuneet Sertolin soluista. Tiehyiden välissä oli lisäksi Leydigin soluja muistuttavia 
soluja. Sekä Sirkiä (2001) että Palmberg (2010) havaitsivat sukurauhasessa myös 
lisäkiveksen, valkokalvon ja kivesverkoston. Alkusiemensoluja tai naarasrakenteita ei 
löytynyt lainkaan (Sirkiä 2001). Toisen urosta muistuttavan freemartinin 2595 
sukurauhasessa oli histologisesti havaittavissa siementiehyitä muistuttavia rakenteita, 
pieni kivesverkosto, valkokalvo ja lisäkivestä muistuttava alue (Sirkiä 2001, Palmberg 
2010). Immunohistokemiallisessa analyysissa erottui myös germinaaliepiteeli (Palmberg 
2010). 
Tässä tutkimuksessa kummankin freemartinin sukurauhasen värjäytyminen tuki 
aikaisemmin tehtyjä havaintoja. Selkein värjäytyminen oli freemartinilla 2533, jonka 
sukurauhasen keskellä erottui siementiehyitä muistuttavien tiehyiden poikkileikkauksia. 
Samankaltaisia tiehytrakenteita havaittiin myös freemartinilla 2595. Tiehyen 
muodostavat solut värjäytyivät kummallakin yksilöllä sekä Sox9-vasta-aineella että 
AMH-vasta-aineella, minkä perusteella tiehyen muodostavat solut muistuttavat Sertolin 
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soluja ja tiehyet siementiehyitä. Koska solut ovat hyvin järjestäytyneet ja niiden 
värjäytyminen on selvä, ne ovat todennäköisesti erittäneet AMH:ta sikiökaudella. 
Soluvälitilassa olevien solujen (l. Leydigin kaltaisten solujen) värjäytyminen 3β-HSD-
vasta-aineella tarkoittaa sitä, että solut tuottavat joko estrogeeniä tai testosteronia. 
Freemartineilla 2533 ja 2595 3β-HSD-vasta-aineella värjäytyneet solut sijoittuivat lähelle 
siementiehyen kaltaisia rakenteita ja sukurauhasen värjäytyminen muistutti hyvin paljon 
kontrollikiveksen värjäytymistä: värjäytyneet solut sijoittuivat freemartinilla 
tiehytrakenteiden ympärille ja niiden väliin. Koska sukurauhanen oli kummallakin 
freemartinilla hyvin uroksen kaltainen, on todennäköisempää, että näillä yksilöillä 
soluvälitilassa olevat solut tuottavat testosteronia estrogeenin sijaan. 
Freemartinilla 2533 ja 2595 lisäkivestä muistuttava rakenne värjäytyi Sox9-vasta-aineella 
ja freemartinilla 2595 sama rakenne värjäytyi heikosti myös AMH:lla. Tutkimuksessa 
käytetty Sox9-vasta-aine värjäsi heikosti ihmisen lisäkivestiehyitä (The Human Protein 
Atlas), mutta Sox9-vasta-aineen kohdalla kyse on kuitenkin vasta-aineen poikkeavasta 
toiminnasta kudoksissa, sillä kontrollikudosten värjäytyminen oli poikkeuksellista (luku 
5.1). Sen sijaan monoklonaalisen AMH-vasta-aineen aiheuttamalle lisäkivestiehyen 
heikolle värjäytymiselle ei löytynyt kirjallisuudesta selitystä.  
 
5.3.2 Munasarjaa muistuttavat sukurauhaset 
Tutkimusaineistossa oli muutama freemartin, jonka sukurauhasessa oli merkkejä 
naarasrakenteista. Freemartinin 2894 sukurauhanen muistutti selkeimmin munasarjaa, 
sillä se oli jakautunut selkeästi munasarjan tavoin kuorikerrokseen ja ytimeen (Sirkiä 
2001). Sukurauhasessa ei ollut kivesverkostoa ja sukurauhasen pintaa verhosi 
germinaaliepiteeli. Toisaalta Palmbergin mukaan (2010) sukurauhasessa erottui selkeä 
valkokalvo, kivesverkosto ja lisäkivestä muistuttava alue. Hänen mukaansa sukurauhasen 
tiehytrakenteet olivat osittain erilaistuneet uroksen kaltaisiksi. Tulosten välillä on 
ristiriita, mutta on mahdollista, että kyseinen freemartin edustaa kumpaakin sukupuolta. 
Remnant ym. (2014) esittelivät ensimmäistä kertaa freemartinin, jonka sukurauhasissa oli 
kummankin sukupuolen rakenteita. Heidän tekemässään immunohistokemiallisessa 
analyysissa voimakkaasti maskulinisoituneen aikuisen freemartinin sukurauhasissa 
havaittiin sekä Sertolin solujen rajaamia siementiehyitä, että naaraan sukurauhasesta 
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löytyviä keltarauhasia. Sertolin solut ilmensivät AMH:ta, ja sukurauhasessa oli myös 
steroidogeneesiin kykeneviä soluja. 
Primordiaalisia follikkeleita muistuttavia rakenteita havaittiin freemartineilla 2364, 2367, 
2760 ja 2348 (Palmberg 2010), vaikka munasoluja ei havaittu (Sirkiä 2001). 
Freemartinilla 2364 oli sukurauhasessaan paljon Sox9-vasta-aineella värjäytyneitä soluja, 
mutta AMH:lla värjäytyneitä soluja oli puolestaan hyvin vähän, eikä niissä ollut 
havaittavissa selkeää järjestäytymistä. Samankaltainen tilanne oli myös muilla edellä 
mainituilla freemartineilla: Sox9-vasta-aine värjäsi kohtalaisesti soluja, mutta AMH:lla 
havaittiin vain muutama värjäytynyt solu. Tarkastelemalla näitä kahta vasta-ainetta 
voidaan todeta, että freemartineilla, joilla oli primordiaalisia follikkeleita muistuttavia 
rakenteita sukurauhasissaan, ei todennäköisesti ole sukurauhasissaan AMH:n tuotantoon 
kykeneviä Sertolin soluja. Näiden yksilöiden kohdalla maskulinisoitumisen voidaan 
ajatella tapahtuneen ainoastaan uroksen erittämän AMH:n vaikutuksesta.  
Lukuun ottamatta freemartinia 2364 kaikilla muilla kolmella edellä mainituista 
freemartineista oli kohtuullisesti 3β-HSD:llä värjäytyneitä soluja, jotka olivat yleensä 
järjestäytyneet sukurauhasessa kehäksi tai ryppäiksi, mikä muistutti naaraan follikkelia 
ympäröivien teekasolujen järjestäytymistä. Freemartinin 2364 sukurauhanen oli 
vajaakehittynyt, mikä saattaa johtua yksilön nuoresta iästä (21 vuorokautta), mutta silti 
sukurauhasessa oli havaittavissa valkokalvo ja kivesverkostoa (Sirkiä 2001, Palmberg 
2010). Sirkiän (2001) mukaan sukurauhasessa oli myös soluvälitilan soluja. Ikä ei siis 
yksinään riitä selittämään, miksi 3β-HSD:llä värjäytyneitä soluja oli sukurauhasessa niin 
vähän. Todennäköisesti kyse on vain yksilöiden välisestä vaihtelusta. Muilla kolmella 
freemartinilla (2367, 2760 ja 2348) oli sukurauhasessaan soluvälitilan soluja (Sirkiä 
2001), mikä saattaa kertoa sukurauhasen testosteronituotannosta. Toisaalta Palmberg 
(2010) havaitsi sukurauhasissa primordiaalisia follikkeleita, jotka puolestaan voisivat 
viitata estrogeenituotantoon: primordiaaliset follikkelit muodostuvat granuloosasoluista 
ja granuloosasolut tuottavat estrogeenia. Kuten aikaisemmin on todettu, 3β-HSD ei ole 
sukupuolispesifinen vasta-aine, joten freemartinien sukurauhasissa värjäytyneet solut 
kykenevät erittämään joko estrogeeniä tai testosteronia. Sitä, kumpaa hormonia solut 
erittävät, ei voida selvittää immunohistokemiallisin menetelmin.  
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5.3.3 Tutkimusaineistosta poikkeavat sukurauhaset 
Yksi tutkimukseen osallistuneista freemartineista (3345) oli hyvin poikkeuksellinen 
verrattuna muihin freemartineihin. Yksilö on tutkimusaineiston vanhin freemartin (599 
vuorokautta) ja sillä oli sukurauhasessaan hyvin runsaasti kaikilla käytetyillä vasta-
aineilla värjäytyneitä soluja. Aikaisemmin tehdyissä tutkimuksissa kyseisen freemartinin 
sukurauhasessa havaittiin ainoastaan selkeä valkokalvo (Sirkiä 2001, Palmberg 2010). 
Sirkiän (2001) mukaan sukurauhasessa oli runsaasti erilaistumattomia sukupuolijuosteita 
ja muutamia soluvälitilan soluja. Hänen mukaansa jotkut sukupuolijuosteista muistuttivat 
siementiehyitä. Sukurauhasen yhteydessä oli myös lisäkiveskudosta. Palmberg (2010) 
puolestaan havaitsi valkokalvon lisäksi ainoastaan pienen tai huonosti erotuvan 
kivesverkoston.  
Freemartinin 3345 sukurauhasissa oli runsaasti Sox9:llä ja AMH:llä värjäytyviä soluja. 
Osa näistä soluista sijoittuivat alueille, jotka värjäytyivät uroksen kaltaisesti: Sox9:llä ja 
AMH:llä värjäytyvät solut muodostivat tiehyen kaltaisia rakenteita. Kuten Sirkiä (2001) 
työssään ehdotti, nämä selkeimmin värjäytyneet rakenteet ovat todennäköisesti 
siementiehyitä ja niitä rajaavat solut Sertolin soluja. Jotkut AMH:lla värjäytyneistä 
soluista esiintyivät aikaisemmin kirjallisuudessa kuvatuissa ryppäissä (Cabianca ym. 
2007) ja osa järjestäytymättömästi ympäri sukurauhasta. Ryppäissä esiintyviä AMH:lla 
värjäytyviä soluja oli myös freemartinilla 2895. Ryppäissä esiintyvien solujen on esitetty 
olevan peräisin uroskaksosesta (Khan & Foley 1994). Selkeimmin järjestäytyneet 
Sertolin solut ovat kyenneet todennäköisesti uroksen kaltaiseen hormonieritykseen 
sikiökaudella, mutta yksittäisten solujen tai soluryppäiden kykyä tuottaa sukupuolen 
kehittymiseen mahdollisesti vaikuttavia hormoneita on vaikea arvioida.  
AMH:lla värjäytyneiden solujen tulkintaa vaikeuttaa myös yksilön ikä. Uroksella AMH:n 
eritys jatkuu sukukypsyyteen saakka, kun taas naaraalla AMH:ta erittyy syntymän jälkeen 
granuloosasoluista. Freemartin 3345 on ikänsä puolesta sukukypsyysiässä, joten teoriassa 
voi olla, että AMH:lla värjäytyneet solut ovat granuloosasoluja. Tämä on kuitenkin melko 
epätodennäköistä, sillä suurin osa AMH:lla värjäytyneistä soluista tai kudosrakenteista 
värjäytyivät myös Sox9-vasta-aineella. Tämä tukee olettamusta, että värjäytyneet solut 
ovat Sertolin soluja.  
Freemartinin 3345 sukurauhasessa oli myös runsaasti 3β-HSD:llä värjäytyviä soluja. 
Näiden solujen sijoittuminen oli enimmäkseen sattumanvaraista: jotkin solut sijoittuivat 
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siementiehyiden läheisyyteen ja niiden väliin, toiset taas tasaisesti ympäri sukurauhasta. 
Värjäytyneet solut pystyvät tuottamaan steroidihormoneita, estrogeenia tai testosteronia. 
Sitä, kumpaa hormonia sukurauhanen tuottaa, on mahdoton sanoa 
immunohistokemiallisen analyysin pohjalta, mutta ottaen huomioon sukurauhasessa 
olevat, kivestä muistuttavat rakenteet, sukurauhanen on voinut tuottaa testosteronia.  
Toinen muista freemartineista poikkeava yksilö oli freemartin 2895. Aikaisemmin 
tehdyssä immunohistokemiallisessa analyysissa sukurauhasessa ei ollut erotettavissa 
muuta tunnistettavaa kuin tiehyitä muistuttavia rakenteita (Palmberg 2010). Nämä 
tiehyitä muistuttavat rakenteet värjäytyivät selvästi Sox9-vasta-aineella ja heikommin 
AMH:lla. Muista samankaltaisista freemartineista poiketen tämän freemartinin 
sukurauhasessa ei ollut lainkaan 3β-HSD-vasta-aineella värjäytyviä soluja. Havainto on 
mielenkiintoinen, sillä jos sukurauhasessa olevat tiehyen kaltaiset rakenteet ovat Sertolin 
solua muistuttavien solujen muodostamia siementiehyitä, voisi olettaa, että myös 
steroidihormoneita tuottavat Leydigin soluja muistuttavat solut olisivat kehittyneet 
tiehyiden väliin jäävästä mesenkyymistä, kuten on tapahtunut esimerkiksi freemartinilla 
2533. Kirjallisuudesta ei löytynyt tutkimuksia, jotka selittäisivät ilmiötä.  
 
5.3.4 Muut värjäytyneet rakenteet 
Sox9-vasta-aine värjäsi poikkeuksellisella tavalla kontrollikudoksia (luku 5.1), joten 
poikkeuksellinen kudosten värjäytyminen oli oletettavaa myös freemartinin 
sukurauhasissa. Joissakin sukurauhasissa putkimaisten rakenteiden poikkileikkauksissa 
oli Sox9-vasta-aineella värjäytyneitä soluja (esimerkiksi freemartin 2364) ja myös 
freemartinilla 2895 tiehytrakenteita ympäröi Sox9:llä värjäytyneiden solujen joukko. 
Palmbergin (2010) mukaan freemartinin 2895 tiehytrakenteita ympäröi sileitä lihassoluja, 
joten Sox9-vasta-aine näyttää tarttuvan poikkeuksellisesti myös sileiden lihassolujen 
tumiin. Verisuonten seinämässä on sileää lihasta, joten freemartinin 2364 sukurauhasessa 
värjäytyvät putkimaiset rakenteet voivat olla verisuonten poikkileikkauksia.  
Kahdeksassa freemartinin sukurauhasessa havaittiin puolestaan tiehyttä muistuttavien 
rakenteiden värjäytymistä Sox9-vasta-aineella (esimerkiksi freemartinit 2348 ja 2595), 
mutta tiehyet eivät muistuttaneet siementiehyitä. Värjäytynyt rakenne on todennäköisesti 
kivesverkosto, sillä kaikissa näissä sukurauhasissa on Palmbergin (2010) mukaan 
kyseinen rakenne. 
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Kaiken kaikkiaan kahdeksalla freemartinilla (2367, 2364, 2348, 2894, 2760, 2595, 2534 
ja 3899) havaittiin sukurauhasessa germinaaliepiteeli (Palmberg 2010). Tässä 
tutkimuksessa germinaaliepiteelin solut värjäytyivät freemartineilla 2348 ja 2595 
hennosti AMH-vasta-aineella. Sox9:llä germinaaliepiteelin soluissa havaittiin 
värjäytymistä freemartineilla 2348, 2894, 2760, 2595, 2534 ja 3899. Teoriassa jos solut 
värjäytyvät kummallakin vasta-aineella, solu olisi Sertolin solu. On hyvin 
epätodennäköistä, että Sertolin solut sijaitsisivat sukurauhasen pinnalla edes 
freemartinilla. Germinaaliepiteelin värjäytymisen ei siis pitäisi olla mahdollista edellä 
mainituilla vasta-aineilla, eikä kirjallisuudesta ei löytynyt selitystä ilmiölle. Syy 
poikkeukselliselle värjäytymiselle lienee siis käytetyssä menetelmässä. 
 
5.3.5 Yhteenveto 
Tässä tutkimuksessa käyttämäni aineisto oli muihin viimeaikaisiin tutkimuksiin 
verrattuna poikkeuksellisen laaja käsittäen 12 freemartinin sukurauhaset. Laajan 
aineiston ansiosta tekemäni tutkimus antoi hyvin kattavan kuvan freemartinien välisestä 
vaihtelusta verrattuna tapausselostukseen.  
Uusimmat freemartineita käsittelevät immunohistokemialliset tutkimukset ovat olleet 
lähinnä tapausselostuksia yksittäisistä, poikkeuksellisesti maskulinisoituneista 
freemartineista: Harikae ym. (2012) raportoivat lähes kiveksen kaltaisista sukurauhasista 
freemartinilla, kun taas Remnant ym. (2014) esittelivät kummakin sukupuolen rakenteita 
ilmentävän freemartinin sukurauhasen. Cabianca ym. (2007) tutkimuksissa joistain 
sukurauhasista löytyi AMH-vasta-aineen suhteen positiivisia soluryppäitä. Tässä 
tutkimuksessa saadut tulokset tukevat näitä aikaisemmin kirjallisuudessa esitettyjä 
samanlaisin menetelmin saatuja havaintoja freemartinin sukurauhasista. Lisäksi 
sukurauhasista löytyneet rakenteet ovat mahdollisia aikaisemmin tehtyjen histologisten 
tutkimusten perusteella (esimerkiksi Khan & Foley 1994, Sirkiä 2001). 
Sukurauhasten välillä oli vaihtelua sekä solujen värjäytymisessä että näiden 
järjestäytymisessä ja lukumäärässä. Kyseinen vaihtelu johtuu sukurauhasten 
yksilöllisestä maskulinisoitumisasteesta. Syytä yksilöiden väliseen vaihteluun ei tiedetä 
tarkasti, mutta kirjallisuudessa on spekuloitu vaihtelun johtuvan esimerkiksi siitä, missä 
vaiheessa tiineyttä verisuoniyhteydet muodostuvat istukoiden välille ja minkä asteinen 
verisuoniyhteys on (Chapin 1917). Periaatteessa jos verisuoniyhteydet kehittyvät jo 
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tiineyden aikaisessa vaiheessa, uroksen sukupuolen kehittymistä ohjaavat hormonit 
pystyisivät vaikuttamaan naarassikiön sukupuolen kehittymiseen heti alusta alkaen. 
Tällöin voisi olettaa, että syntyvän freemartinin sukurauhaset olisivat voimakkaasti 
maskulinisoituneet. Naarassikiön maskulinisoituminen ei kuitenkaan johdu yksinomaa 
urossikiön erittämistä hormoneista, joten suoraa syy-seuraussuhdetta verisuoniyhteyden 
muodostumisajankohdan ja maskulinisoitumisasteen välille ei voida mielestäni asettaa.  
Suurin osa tutkimusaineistoon kuuluvista freemartineista edustivat normaalijakauman 
mukaisesti keskiarvoa: sukurauhasessa oli jonkin verran värjäytyneitä soluja, jotka olivat 
järjestäytyneet paikoin ryppäiksi tai rykelmiksi. Vaikka näillä freemartineilla selkeän 
uros- tai naarastyyppisen rakenteen erottaminen oli mahdotonta, huomionarvoista on se, 
että kaikilla freemartineilla oli sukurauhasessaan Sox9:llä ja AMH:lla värjäytyviä soluja, 
jotka voivat todennäköisesti olla Sertolin soluja. Lisäksi vain yhtä freemartinia (2895) 
lukuun ottamatta kaikilla freemartineilla oli myös steroidihormonien tuotantoon 
kykeneviä soluja.  
Freemartinilla, jonka sukurauhanen muistuttaa selvästi kivestä (kuten tässä tutkimuksessa 
freemartinit 2533 ja 2595), sikiökautinen uroksen kaltainen AMH:n eritys on 
todennäköinen. AMH-eritystä voi kuitenkin olla myös edellä mainituilla keskiarvoa 
edustavilla freemartineilla. Tutkimusten mukaan freemartinin AMH-tuotanto liittyy 
yleensä siementiehyiden kaltaisiin rakenteisiin, mutta myös hajaantuneet, ryppäissä 
esiintyvät Sertolin solun kaltaiset solut voivat tuottaa AMH:ta (Vigier ym. 1984, 
Cabianca ym. 2007). Hajaantuneet, AMH:ta erittävät Sertolin soluja muistuttavat solut 
eivät todennäköisesti nosta merkittävästi yksilön seerumin AMH-pitoisuutta (Vigier ym. 
1984), mutta AMH voi mielestäni silti vaikuttaa paikallisesti sukurauhasten 
kehittymiseen. Jos oletetaan, että Sertolin soluja muistuttavat solut ovat erittäneet 
AMH:ta sikiökaudella freemartinin maskulinisoitumisasteesta riippumatta, on lisäksi 
todennäköistä, että sukurauhasista on erittynyt sikiökaudella myös testosteronia; Sertolin 
soluja tarvitaan sikiöaikaisen testosteronin tuotantoon (Shima ym. 2013).  Sikiökaudella 
AMH:lle altistuneissa munasarjoissa estradiolin tuotantoon tarvittavan aromataasin 
aktiivisuus ja tuotanto ovat muuttuneet, mikä johtaa testosteronin tuotantoon (Vigier ym. 
1989, Baarends ym. 1994). Näin ollen freemartinin sukurauhasissa olevat 3β-HSD-
positiiviset solut tuottanevat aikuisella freemartinilla todennäköisesti testosteronia. 
Toisin sanoen uroksenkaltainen hormonieritys on mahdollista kaikilla freemartineilla 
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maskulinisoitumisasteesta riippumatta, mutta todennäköisintä se on niillä freemartineilla, 
joilla sukurauhanen muistuttaa kivestä.  
Jos freemartinin sukurauhasissa on Sox9-vasta-aineella värjäytyviä soluja, jotka ovat 
järjestäytyneet siementiehyitä muistuttaviksi rakenteiksi (esimerkiksi freemartin 2533) ja 
myös värjäytyneet AMH-vasta-aineella, herää kysymys näiden solujen alkuperästä. 
Hyvin aikaisessa kehitysvaiheessa solut ovat kykeneviä erilaistumaan kumman tahansa 
sukupuolen soluiksi riippuen saamistaan kehitystä ohjaavista käskyistä. 
Erilaistumattomien somaattisten solujen kehitys Sertolin soluiksi vaatisi Sox9-geenin 
aktivaation, mikä tapahtuu uroksella Y-kromosomissa sijaitsevan Sry-geenialueen avulla 
(Wilhelm ym. 2007, Cutting ym. 2013). Nykytietämyksen mukaan siis vain Y-
kromosomi voi aktivoida Sox9-geenin. Freemartin on genotyypiltään naaras, joten kaikki 
sen solut ovat alun perin naarassoluja, eikä sillä ole genomissaan Y-kromosomia.  Miten 
on mahdollista, että freemartinin sukurauhasissa on kuitenkin tällaisia Sox9-positiivisia, 
Sertolin soluja muistuttavia soluja, jos geeniä aktivoivaa kromosomia ei ole? Yksi selitys 
voi olla se, että urossikiön sukurauhasen somaattisia soluja on siirtynyt naarassikiöön 
sikiöiden välisen verisuoniyhteyden kautta. Uroksesta siirtyneissä erilaistumattomissa 
soluissa olisi Sox9:n aktivaatioon vaadittava Y-kromosomi, joten ne kykenisivät 
kehittymään Sertolin soluiksi naaraan sukurauhasessa. Edellä mainittu solujen 
kulkeutuminen voisi selittää myös sen, miksi joillain freemartineilla on enemmän Sertolin 
soluja muistuttavia soluja sukurauhasessaan: se, milloin verisuoniyhteys muodostuu 
sikiöiden välille ja minkä asteinen yhteys on, vaikuttanee freemartineilla tavattavan 
kimerismin asteeseen (Padula 2005). Toisaalta voisiko olla mahdollista, että freemartinin 
Sox9-geeniä aktivoisi jokin toinen, Y-kromosomista riippumaton, toistaiseksi tuntematon 
ohjaava tekijä?  
Kuten aikaisemmin on mainittu, hormonituotannon vaikutuksia freemartinin 
sukupuolielinten maskulinisoitumiseen on vaikea arvioida pelkän 
immunohistokemiallisen analyysin pohjalta. Uroksenkaltaisen hormonierityksen voidaan 
kuitenkin olettaa vaikuttavan freemartinin omaan sukupuolen kehittymiseen, jos 
hormonieritys ajoittuu samalla tavoin kuin uroksen sukupuolen kehittymisessä. Toisin 
sanoen mitä enemmän hormonituotantoon kykeneviä soluja on ja mitä 
järjestäytyneemmin ne ovat sijoittuneet sukurauhasessa, sitä todennäköisemmin näiden 
solujen tuottamat uroshormonit vaikuttavat freemartinin maskulinisoitumiseen. Näin 
ollen niillä freemartineilla, joilla solujen järjestäytyminen ei ole selvää tai solujen 
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värjäytyminen on heikkoa, freemartinin sukurauhasten tuottamien hormonien vaikutus 
sukupuolen kehittymiseen olisi vähäinen. 
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